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RESUMEN

El género Capsicum incluye los pimentones y ajies de importancia econdmica para
Colombia. El género se consume directamente como verdura fresca o como
condimento; y se lo utiliza en la industria farmacéutica como medicamento,
colorante y otros usos potenciales que se derivan de la capsaicina y oleorrecinas.
El programa de Mejoramiento de Hortalizas de la Universidad Nacional de
Colombia inici6 este estudio para obtener materiales de interés agricola e industrial
con resistencias a enfermedades y altos contenidos de capsaicina. Por lo tanto,
este proyecto de investigacion realizé una caracterizacion y evaluacion agronomica
y molecular de introducciones de Capsicum pertenecientes al banco de
germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia ubicado en la Sede Palmira.
Los resultados mostraron variabilidad morfolégica relacionada principalmente con
las caracteristicas de fruto, arquitectura de planta y o6rganos florales. La
caracterizacion morfolégica mostrd en las especies C. annuum, C. frutescens y C.
chinense mayor identidad genética con respecto a C. baccatum y C. pubescens. La
evaluacion de rendimiento mostré que hay materiales mas rendidores con respecto
a los comerciales conocidos como aji Cayenne, Tabasco y Habanero. Se encontrd
introducciones de germoplasma con mayores contenidos de capsaicina con
respecto a estos mismos materiales comerciales. Se hallaron 13 introducciones
dentro del banco con resistencia a PepDMV, un virus comdn en las plantaciones
comerciales de aji y pimentdn en el Valle del Cauca. Los estudios de herencia de la
resistencia a PepDMV mostraron que los efectos aditivos son importantes en el

control de este caracter.

Palabras Claves: Capsicum, PepDMV, capsaicina, microsatélite, caracterizacion

morfologica.
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SUMMARI

The genero Capsicum includes the paprika and peppers that are of economic
importance for Colombia and other countries of the world. This genero possesses
direct use as food or condiment and it has indirect use in the pharmaceutical
industry as medication, colouring and other potential uses that are derived for its
capsaicina content. The program of Improvement of Vegetables of the National
University of Colombia begins studies focused to obtain materials of agricultural
interest as resistances to illnesses and high capsaicina contents. Therefore this
investigation project carries out a characterization and agronomic evaluation in
introductions of Capsicum belonging to the bank of germoplasma of the National
University of Colombia and a molecular characterization to determine the genetic
variability. The results showed certain morphological variability mainly for
characteristic of fruit, followed by plant architecture and floral organs, the
morphological characterization showed that the Species C. annuum, C. frutescens
and C. chinense present bigger genetic identity with regard to C. baccatum and C.
pubescens. The evaluation to characteristic of yield showed that there are materials
more Yyield with regard to the commercial of pepper Cayenne, Tabasco and
Habanero. It Germoplasma has introductions with bigger contents of Capsaicina
with regard to the commercial ones. They were 13 introductions inside the bank with
resistance to PepDMV, It is a common virus in the commercial plantations of pepper
and paprika. The inheritance studies of the resistance to PepDMV showed that the

effects additives are important in the obtaining of resistant materials.

Key Works: Capsicum, PepDMV, Capsaicina, microsatélite, morphological

Characterization.
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1 INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos son las diversas formas de vida vegetal que hay en la
biosfera y que poseen valor. La FAO (1996) se refiere a ellos como la clave para la
seguridad alimentaria, el desarrollo agricola y la sostenibilidad. Mientras las areas
de tierra cultivables se mantienen relativamente fijas, la poblacion humana aumenta
en mayor proporcién, razon por la cual se hace necesario producir nuevos
genotipos de plantas, utilizar genotipos tradicionales adaptados al ambiente o
incrementar la productividad por planta. Por tanto, los recursos genéticos son la

materia prima de un programa de mejoramiento vegetal.

En los ultimos afios se ha logrado concientizar sobre el valor de los recursos
genéticos, no soélo desde el punto de vista agricola y alimentario, sino también
como definidores de identidad cultural. Por ello, muchos paises, entre los que se
encuentra Colombia, se han empefiado en colectar y mantener recursos geneéticos
propios. Parte de este esfuerzo lo ha llevado a cabo la Universidad Nacional de
Colombia Sede en Palmira - UNAL Palmira -, que desde 1985 el Programa de
Mejoramiento Genético, Agronomia y Produccion de Semillas de Hortalizas ha

colectado 770 introducciones del género Capsicum.

La conservacion del banco de germoplasma de Capsicum a pesar de ser una
actividad esencial, no se justifica sin su utilizacion, por eso es necesario avanzar
con la caracterizacion de las introducciones, aumentar el nUmero de descriptores a
estudiar para detectar caracteristicas de interés agricola o industrial. En Capsicum
una de las caracteristicas agricolas a estudiar son las relacionadas con los
patdgenos, en especial los virus por que reducen los rendimientos. Para Colombia
el grupo de los potyvirus estdn presentes. Morales et al (2005) aislo, identific y



denomind al virus deformante del pimentén PepDMV como un virus presente en el

Valle del Cauca.

De acuerdo a la situacion del banco de germoplasma de Capsicum UNAL Palmira y
la problematica con los virus, se propone continuar con la caracterizacion
morfolégica y agrondémica de Capsicum, hacer estudios de diversidad genética
dentro del genero con una caracterizacion molecular con microsatélites. Estudiar la
herencia de la resistencia a PepDMV en variedades comerciales y desarrollar

lineas con resistencia a PepDMV.



2 OBJETIVO
GENERAL

Determinar la variabilidad de las introducciones de Capsicum del banco de
germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira con el fin de
identificar atributos de interés agricola para el mejoramiento del cultivo del pimentén

y los ajies.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Caracterizar y evaluar mediante descriptores morfolégicos y agronémicos
introducciones de Capsicum del banco de germoplasma de la Universidad Nacional
de Colombia Sede Palmira con el fin de identificar la variabilidad morfolégica entre

las introducciones y detectar caracteristicas de interés agricola e industrial.

2.2 Caracterizar molecularmente usando la técnica de microsatélites,
introducciones de Capsicum del banco de germoplasma de la Universidad Nacional

de Colombia Sede Palmira para identificar la variabilidad genética entre especies.

2.3 Determinar el modo de herencia de la resistencia a PepDMV en materiales

comerciales de aji y pimenton.

2.4 Seleccionar lineas de Capsicum con resistencia al virus deformante del

pimentén PepDMV.



3 MARCO CONCEPTUAL

3.1 EL GENERO CAPSICUM:

3.1.1 Clasificacion Taxonémica

Reino: Vegetal

Tipo: Fanerd6gama

Division: Spermatophyta

Clase: Dicotiledonea

Subclase: Simpétala 0 Gamopétala
Orden: Solanales o Tubiflorales
Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Fuente: Zapata et al, 1992

El género Capsicum junto con otros 84 géneros mas, constituye la familia
Solanaceae; entre las cuales se encuentran el tomate, la papa, el tabaco, la
berenjena, el lulo, la uchuva y medicinales (Jaramillo y Lobo, 1982). En general, las
especies del género Capsicum son diploides y poseen doce pares de cromosomas
(Sihna, 1950).

El vocablo aji se utiliza para nombrar materiales picantes, mientras que para los no
picantes se utiliza pimentén. El nombre Capsicum se deriva de:

Kapso: que significa picar.

Kapsakes: capsula (Nuez, et al 1996).

Capsa: caja por la forma del fruto (Orbegoso, 1954).

Capto: por su piante (Velasco, 1971).



El género no esta bien definido. Hunziker (1979) cita 25 especies, Esbaugh (1980)

27 especies (Cuadro 1).

domesticadas.

Sin embargo se concuerda en cinco especies

Cuadro 1 Especies silvestres, semidomesticadas y domesticadas de Capsicum

Especie Silvestre

Especie Semidomesticada

Especie domesticada

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C.
C
C
C
C
C
C
C
Cc
C.

. buforum A. T. Hunz

. campylopodium Sendt

. chacoense var tometosum

. ciliatum

. coccineatum

. cornutum (Hiern) A. T. Hunz
. dimorphum (Miers)

. flexuosum Send

. dusenii Bitter

geminifolium A. T. Hunz

. hookerianum(Miers)

. lanceolatum (Morton &Standley
. minutiflorum

. mirabile Mart.

. parvifolium Sendt

. schottianum

. scolnikianum A. T. Hunz

. pendulum

villosum Send

O 0000000000

. annuum var labriusculum
. baccatum var baccatum
. baccatum var praetermissum
. chinense (forma silvestre)
. frutescens (forma silvestre)
. cardenasii Heiser & Smith
. eximium A. T. Hunz
. tovari
.chacoense A. T. Hunz
. galapagoense A. T. Hunz

. annuum var avicularen

C. annuum L.

C. baccatum L. var pendulum (willd)
C. chinense jacq

C. frutescens L.

C. pubescens Ruiz y pavon

3.1.2 Importancia del Género Capsicum

Pickersgill, 1983

La comercializacion de ajies y pimentones ha registrado un crecimiento positivo a

causa del aumento de la poblacion, la demanda para la exportacion y el significativo

aumento en los usos industriales (Rodriguez, 2000).

Segun FAO (2005), la superficie cultivada de Capsicum en el mundo esté alrededor

de 2.020.369 has, que representan una produccion de 2.484.153 toneladas y un

rendimiento de 12,2 ton/ha. Asia es el continente donde mas se lo cultiva, China,



Indonesia son los principales paises productores. En América, México es el
principal productor. En Africa tambien se ubican grandes productores (Cuadro 2).
Estados Unidos y Europa son los mayores importadores de este producto (Cuadro
3). Colombia esta sembrando aji para exportar, en pequefia cantidad para
mercados de Estados Unidos y Mexico. Magdalena es el principal departamento
productor seguido de la Guajira y el Valle del Cauca (Gréfica 1), pero es el Valle del
Cauca el que posee los mas altos rendimientos por hectarea (Cuadro 4)

Cuadro 2 . Principales paises productores de Capsicum

Pais Area sembrada Produccion
(has) (ton)
China 603,000 11,534,871
Indonesia 155,495 552,679
México 149,693 1,853,610
Nigeria 91,000 720,000
Turquia 88,000 1,786,000
Corea 76,724 381,156
Ghana 75,000 270,000

FAO, 2005

Conjuntamente con la yuca y el pescado, el aji es una de las especies mas
importante dentro de la dieta culinaria y medicinal de las culturas indigenas de la
region amazonica. El cultivo se realiza en chagras y huertos habitacionales, dentro
de un sistema de agricultura tradicional caracterizado por tala y quema, que luego
son abandonados para permitir una nueva regeneraciéon boscosa (Rodriguez,
2000). Esta practica milenaria y la facilidad con que se cruzan las diferentes formas
de Capsicum, han contribuido de una manera indirecta a la conservacion in situ y al
incremento de la diversidad del germoplasma, lo cual se ve reflejada en los
multiples tipos de ajies con los que hoy cuentan los agricultores indigenas en toda

la regidon amazonica (Rodriguez, 2000).



Cuadro 3. Principales paises importadores de Capsicum

Pais Cantidad Valor x 1000 us$
(ton)
Estados Unidos 401,195 458,279
Alemania 284,300 378,767
Francia 114,510 105,080
Inglaterra 93,988 168,985
Canada 93,662 102,685
Italia 57,517 56,758
Austria 48,526 51,313
Holanda 47,362 61,401
FAO, 2005
Cuadro 4 . Produccion de Capsicum en Colombia
2002 2003 2004 2005
Departamento  Area Rto Area Rto Area Rto | Area Rto
(Has) (Kg/ha) | (Has) (Kg/ha) | (Has) (Kg/ha) | (Has) (Kg/ha)

Atlantico 0 0 32 9.750 0 0 87 8.316
Bolivar 1.058 5.130 135 7.000 65 7.000 46 4.500
Coérdoba 12 480 10 40.000 43  8.233 63 7.365
La guajira 192 1.531 236 7953 | 277 8.939| 365 7.940
Magdalena 403 3.850 504 10.040| 523 10.541( 630 10.592
Sucre 119 1.375 19 8.895 137 15.000 20 16.000
Valle 226 3.391 248 15.305| 294 17.130 192 15.733

TOTAL 2.010 7.989 | 1.184 10.608 | 1.339 10.608 | 1.402 10.608

Anuario Estadistico de Frutas y Hortalizas 2002-2005

Grafico 1 Produccion de Capsicum en Colombia 2005
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3.1.3 Origen y Distribucion del Género  Capsicum

El género Capsicum es originario de Ameérica del Sur y Central (Pickersgill, 1969,).
Los hallazgos arqueoldgicos lo relacionan con las civilizaciones Maya y Azteca
(México y Centro América) y precolombinas de América del Sur. Las evidencias se
remontan hacia unos 7.000 — 4000 afos en las cavernas de Tamaulipas y
Tehuacan en México, en América Central y en Peru (Pickersgill 1969,). El ultimo
reporte dado por BBC News, dice que se encontraron restos de semilla al suroeste
del Ecuador en la peninsula de Santa Elena donde usaban el aji para el consumo o
intercambio, el reportaje afirma que el uso de este producto se realiz6 primero

antes que en los antiplanos peruanos o en México (Perry et al., 2007).

Existen cinco especies cultivadas del género: C. annuum L., C. baccatum L., C.
chinense Jacq., C. frutescens L., y C. pubescens R. & P. Pickersgill (1969b)
reporta que las especies cultivadas fueron domesticadas dentro de los ultimos 800
afos y ellas tienen tres centros de origen: a) México y Guatemala para C. annuum;
b) Regién amazonica para C. chinense y C. frutescens y c) Regiones altas de
Bolivia y Perl para C. baccatum y C. pubescens. El proceso de domesticacion se
presenta por causa de la seleccion, el hombre interfiere en el proceso natural de la
especie, por lo cual se hace dificil establecer las asociaciones entre las especies
domesticadas y silvestres

La mayoria de los ajies que se explota comercialmente en el mundo pertenece a la
especie C. annuum, dejando a las otras especies circunscritas a los mercados
locales donde son producidas. Adicionalmente se han identificado 20 especies
silvestres de Capsicum, las cuales aparentemente estan poco relacionadas con las
especies domesticadas. Ademas es posible que existan en América del Sur otras
especies aun no descritas. Entre todas ellas sin duda se encuentran genes utiles
desde el punto de vista agronémico, culinario e industrial. Segun el IBPGRI (1983)

el germoplasma andino es una fuente imprescindible de resistencia a



enfermedades que afectan a los ajies cultivados, y también para aumentar el

picante y variar el color del fruto.

3.1.4 Bancos de germoplasma del género  Capsicum en Colombia

En Colombia existen oficialmente tres colecciones de Capsicum
(Instituto Sinchi, Universidad Nacional de Colombia Sede
Palmira y Corpoica en Rionegro) con 1070 introducciones
aproximadamente. El conjunto de este material representa la
variabilidad biolégica y geografica de colectas realizadas
fundamentalmente en la Zona Andina, Costa Atlantica y

Amazonia Colombiana (Torres y Reyes, 1997)

Estos recursos genéticos en Colombia estan siendo utilizado
por el Programa de Mejoramiento Genético y Produccion de

Variedades Mejoradas de Capsicum, el cual esta adscrito a la

Fotografia 1 Repisa
de almacenamiento
de semilla de
Capsicum, CEUNP

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional Sede Palmira

(Garcia et al., 2000)

La coleccion de la Universidad Nacional de Colombia se formé a partir de 1985, a

través de misiones de colecta en el territorio nacional, o bien mediante intercambio

o0 donaciones con otras instituciones internacionales de investigacion, destacando

principalmente el germoplasma introducido de Brasil, México y Costa Rica y

Colombia (Garcia, 2007). En total, la coleccion ubicada en Palmira cuenta con 770

introducciones (Fotografia 1).

En el caso de la coleccion de la Universidad Nacional, un 80% de los materiales

estan caracterizados con descriptores morfoldgicos y un 40% con caracterizacion

bioquimica; se ha realizado investigacion en evaluacion agronémica para factores

de rendimiento y resistencias bioticas o abibticas. También se ha estudiado la



clasificacion botanica del germoplasma de la coleccion (Suarez, 1993; Serrano y
Montes, 1994; Camacho, 1998; Salazar, 1998; Mufoz, 2002; Palacios, 2007;
Garcia, 2007).

3.1.5 Caracteristicas morfolégicas del género  Capsicum

El género Capsicum comprende un conjunto de plantas semi arbustivas perennes,
pero de cultivo anual. Alcanza entre 0.3 y 1.5 metros de altura, dependiendo
principalmente de la variedad, de las condiciones climaticas y de la fertilizacion. La
inflorescencia esta constituida por flores hermafroditas, pentabuladas con cinco
anteras soldadas y un estigma. La longitud del estilo puede variar de acuerdo con la
variedad o especie. En los tipos silvestres el estilo es mas largo que los estambres,
longistilas; mientras que en las domesticadas, es usualmente mas corto, brevistilas.
Las especies cultivadas se consideran autdgamas. Sin embargo, existen altos

porcentajes de polinizacion cruzada (Nuez et al, 1996).

La descripcion de los ajies se viene realizando mediante la aplicacion de los
descriptores estandarizados propuestos por el IPGRI (1995). Tradicionalmente
algunos caracteres importantes han sido los de la pungencia, color, forma, sabor,
tamafioy por el uso para el que puedan ir destinados (Bosland, 1995).

Caracteristicas de la flor

El género Capsicum presenta diferentes colores de flor, que hace referencia a su
especie (Cuadro 5). En Capsicum se definen dos grupos de flores: blancas y
puarpuras. En el grupo de flores blancas hay dos subgrupos: El constituido por C.
baccatum y el que agrupa a C. annuum, C. chinense, C. frutescens (Fotografia 2).
El grupo de flores purpuras se encuentran las especie C. eximium, C. cardenasii y
C. pubescens (Pickersgill, 1980)
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Cuadro 5 Descripcion morfolégica de especies domesticadas del género Capsicum

Color de corola Especie domesticada

Parpura, flor solitaria, pedicelo erecto con flor

C. pubescens
tumbada

Blanca - blanca lechosa, flor solitaria, pedicelo
. C. annuum
pendiente

Blanca verdosa, flor solitaria, pedicelos erectos con
C. frutescens
flor tumbada

Blanca verdosa, flor solitaria, pedicelos erectos o

_ ) C. chinense
pendientes, dos o mas flores en cada nudo
Manchas amarillas difusas en la base de los pétalos,
o _ _ C. baccatum
flor solitaria con pedicelos erectos o pendientes
Mufioz, 2002

Fotografias 2 Flores: (a) introduccion 26 C. baccatum; (b)
introduccion 1 C. annuum; (c) Introduccién 16 C. frutescens, (d)
introduccion 39 C. chinense (e) Introduccién 961 C. pubescens

Caracteristicas del fruto

El fruto de Capsicum es una baya con caracteristicas

muy variables. El peso fluctda entre unos pocos gramos

hasta medio kilo. Se encuentran formas redondas,

acorazonadas, largas, cilindricas, conicas, Fotografia 3 Diferentes formas de fruto

rectangulares y hasta cuadradas. Hay frutos obtenidas en la caracterizacion de
Capsicum
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inmaduros de color blanco, verde, café y hasta negro. En estado maduro
predominan los frutos de color rojo, pero también los hay de color marfil, amarillo,
anaranjado, café, lila, morado y negro (Fotografia 3). En la placenta se disponen
numerosas semillas pequeiias, planas y de color crema a pardo. Las semillas del C.
pubescens son de color negro, Unicas en el género (Nuez et al., 1996).

Capsaicina

El grado de pungencia de los frutos del género Capsicum se mide por el contenido
de capsaicina. La capsaicina es un alcaloide, mas concretamente un protoalcaloide,
no es un compuesto simple, sino una mezcla de varias amidas, que son conocidas
como capsaicinoides, siendo la capsaicina la mas importante entre ellas (Nuez et
al., 1996).

El contenido de capsaicina es mayor en la placenta del fruto, principalmente en el
septo, donde células de la epidermis se transforman en glandulas ricas en esta
sustancia. Los septos se desarrollan en la sutura de los carpelos, ordinariamente
entre 2 y 4. La formacion de capsaicina se inicia a los pocos dias de cuajado el
fruto, alcanzando el mayor contenido al momento de maduracion. El contenido de
capsaicina depende de la variedad y de la interaccion genotipo por ambiente.
Variedades dulces se consideran cuando el contenido de capsaicinoides esta por
debajo de 10 ppm, que es el limite para que las papilas gustativas humanas pueden
detectar el sabor picante. La formacién de capsaicina es mayor a temperatura
elevadas (30 °C) que a temperaturas suaves (21 — 24 °C) (Nuez et al., 1996).
Actualmente el resultado de la pungencia se expresa en unidades Scovilles (uS), en

honor del inventor del método.
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3.1.6 Enfermedades

El cultivo de Capsicum presenta una serie de enfermedades limitantes causadas
por hongos bacterias y virus. Las producidas por hongos y bacterias se hacen
agresivas especialmente en periodos de lluvias. Las enfermedades virales son
trasmitidas principalmente por insectos y continia su diseminacion por el manejo

cultural que se hace del cultivo.

El método de control mas apropiado para el manejo racional de las enfermedades
en Capsicum es el manejo integral; el desarrollo de este concepto exige primero
una caracterizacion adecuada de cada uno de sus componentes (la planta y el
desarrollo del cultivo, insectos fitéfagos, hongos, bacterias, control bioldgico,
resistencia varietal y el control quimico) para después integrarlos segun las
condiciones regionales para el manejo racional de cada una de las enfermedades
limitantes. Para su aplicacion a nivel de campo es necesario establecer métodos

confiables de evaluacion para seleccionar germoplasma resistente (CIAT, 1989).

Algunas enfermedades de importancia reportadas por la Universidad de Caldas
(1999) en el cultivo comercial de aji cayenne son:
Enfermedades fungosas:

— Colletotrichum capsici = Antracnosis

— Cercospora capsici = Mancha de las hojas

— Phytophthora capsici = Quemazdn o Afublo

— Fusarium spp= Pudricién y marchitamiento

— Pythium spp y Rhizoctonia Solani = Damping Off o mal del talluelo

— Leveillula taurica = Mildeo polvoso

— Stemphylium solani Weber = Mancha foliar grisacea
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Enfermedades bacterianas:

— Erwinia caratovora = Pudricion blanda del fruto

— Pseudomonas solanacearum = Marchitamiento bacteriano
Nematodos fitoparasitos

— Helicotylenchus sp

— Aphelenchus sp

— Meloidogyne sp

Enfermedades virales
— Virus del mosaico del tabaco
— Tobamovirus
— Virus moteado venal del pimiento
— Potyvirus (Morales et al., 2005)

Enfermedades Virales

El género Capsicum es afectado por
diferentes clases de virus. Se reportan 45
virus que lo afectan (ICTV,2000). Nuez et
al., (1996) reporta 20 virus que atacan el
pimentbn en las principales zonas
productoras pero destaca tres que son

comunes en el mundo: Virus del mosaico

del tabaco (TMV), Virus del mosaico del
pepino (CMV) y Virus Y de la papa (PVY).

Fotografia 4 lote comercial de la
variedad Cayenne en Roldanillo-
Para el Valle del Cauca se han reportado Valle, Finca la gloria afectado por
potyvirus

la presencia de un Potyvirus el cual fue
denominado como virus deformante del
pimenton (PepDMV) (Morales et al, 2005). EI monitoreo de virus por diferentes lotes
del Valle del Cauca encontraron a potyvirus como el de mayor incidencia, seguido
de el virus del mosaico del pepino (CMV). Se recomienda hacer una evaluacién con
introducciones del banco para identificar materiales resistentes a este virus que ya

esta identificado y que pertenece a esta zona geogréafica. EIl control efectivo para
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las enfermedades virales es la resistencia genética. Estudios de resistencia
genética en potyvirus en frijol, reportan resistencia monogénica dominante a virus
del mosaico comun del frijol (BCMV)y a virus del mosaico azuki (AzMV) (Fisher y
Kyle, 1994), este mismo gen confiere resistencia a otros potyvirus, la mas grande
familia de virus en plantas. Los potyvirus frecuentemente tienen un estrecho rango
de huéspedes y también es comin que dos o mas diferentes potyvirus pueden
causar pérdidas econdémicas en un mismo cultivo, como fue observado en lotes de
aji en el Valle del cauca donde el potyvirus y el CMV se encuentran juntos
actuando. Asi el mejoramiento para multiples resistencias a potyvirus es la principal
meta a conseguir. Greenleaf (1956), identifico en C. chinense el gen recesivo pvrl
gue confiere amplio espectro de resistencia recesiva a varios potyvirus tales como
virus Y de la papa (PVY) patotipos 0, 1y 2, virus moteado del pepper (PepMoV) y la
mayoria de las cadenas del virus grabado del tabaco (TEV) El gen es ampliamente
utilizado por los programas de mejoramiento para introducir resistencia a virus. Hoy
en dia se sabe que el gen posee alelos con estrecha resistencia a virus
denominados pvr2!, pvr 22 y pvr 2°. El gen codifica para la proteina eLF4E un
homologo del factor de iniciacion de la traduccion que esta implicada en la
replicacion del virus. Los mutantes de la proteina actian inhibiendo la traduccion
del virus (Kangt et al., 2005). Actualmente el gen pvrl se introdujo a plantas de
tomate confiriendo resistencia dominante a potyvirus siendo la transgénesis una

alternativa rapida y efectiva para la resistencia a virus. (Kangt et al., 2007).
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3.2 CARACTERIZACION Y EVALUACION DE GERMOPLASMA

El valor de las colecciones de germoplasma reside en la utilizacion que de ella se
haga para producir nuevos cultivares para el beneficio de las actividades
productivas. Las colecciones deben proveer a los mejoradores variantes génicas
que permita responder a los nuevos desafios planteados por los sistemas
agroindustriales productivos siendo para esto imprescindible conocer las

caracteristicas del germoplasma conservado (Abadie, Barretta, 2001).

Se entiende por caracterizacion a la descripcion de las variedades que existe en
una coleccion de germoplasma en términos de caracteristicas morfologicas y
fenologicas de alta heredabilidad. La caracterizacion debe permitir diferenciar las
accesiones de una especie. La evaluacién comprende la descripcion de la variacion
para atributos de importancia agronomica (Abadie, Barretta, 2001).

Los descriptores morfologicos se agrupan en:

Botanicos — taxondmicos : caracteres que identifican a la especie y son comunes
a todos los individuos que la conforman. Ejemplos: descripcion de la flor, la forma

del fruto y el tipo y la forma de la hoja (Franco e Hidalgo 2003)

Morfo - agronOmicos : caracteres de interés agricola. La descripcion se hace
usando plantas aisladas o en surcos. Esta caracterizacion puede ser morfolégica,
agronomica, bioquimica, molecular y citogenética, y los caracteres pueden ser

cualitativos o cuantitativos (Franco e Hidalgo 2003).

Los descriptores evaluativos se expresan como respuesta a estimulos ambientales
bidticos (las plagas y enfermedades) y a estimulos abidticos (estrés por
temperatura, agua y nutrientes) y se conocen como caracteres cuantitativos, se
deben realizar en parcelas de ensayos con repeticiones y testigos (Franco e
Hidalgo 2003).
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Para la caracterizacién y evaluacion se utilizan descriptores que pueden ser

numeéricos, una escala, un codigo o calificativo (Figura 2).

Los descriptores deben ser:
v' Altamente observables (faciles de medir)
v' Con alta accién discriminante

v' Con baja influencia ambiental

Segun Victoria (1993), entre los objetivos que se tienen para realizar una
descripcion de las introducciones de una coleccion de una especie estan:

v La caracterizacion de las introducciones
La diferenciacion entre entradas, incluyendo la determinacion de duplicados
La identificacion de introducciones con caracteristicas deseables
La clasificacién basada en criterios relevantes

El calculo de afinidad entre grupos geograficos

AN NEENEEN

Estimar el grado de variacion de la coleccion

Valls (1989), menciona la ventaja de la caracterizacion y evaluacion:
v' Permite identificar duplicados
v’ Identifica sitios claves para realizar nuevas colectas
v Permite establecer colecciones nucleo
v

Seleccion de las introducciones de interes

Para lograr estos objetivos 0 ventajas es necesario realizar analisis estadisticos,
acompafnados con los datos de pasaporte de las muestras y completar con la

caracterizacion morfolégica y agronomica de las introducciones (Valls,1989)

Tip ode datos y descriptores

Franco e Hidalgo, 2003

Grafico 2. Tipos de descriptores en la caracterizacion y evaluacion de 17



3.3 CARACTERIZACION MOLECULAR EN CAPSICUM

En los dltimos afos, la clasificacion taxondémica asi como la descripcidon morfolégica
y agronOmica estan siendo acompafiadas de estudios directos del genoma por
medio de andlisis de marcadores moleculares (De Vicente, 2002). El uso de estas
herramientas obtiene medidas genotipicas de variacion y permite hacer un
muestreo amplio de diversidad, incrementando la resolucién generada por los
meétodos tradicionales. La revision bibliografica de los Ultimos afios apoya la
decision de incluir la caracterizacion molecular en el estudio de colecciones de
germoplasma y en particular del género Capsicum (Lefebvre et al 1993; Rodriguez
et al.,1999; Sanwen et al., 2000; Kang et al., 2001 y Kumar et a.,| 2001).

Lefevre et al., (1993) utilizaron sondas de ADN para examinar fragmentos de
longitud polimdorficos entre cultivares de Capsicum y encontraron mayor variabilidad
genética entre especies que entre variedades, concluyendo ademas que los
marcadores moleculares de ADN son mas informativos en estudios intraespecificos

que las isoenzimas.

Kang et al., (2001) construyeron un mapa de ligamiento a partir de marcadores
RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphic DNA) y AFLP (Amplifield Lengh
Polymorphic DNA) pudiendo asignar al mapa de ligamiento los genes encargados

de la biosintesis de carotenoides y capsaicina.
Kumar et al., (2001) utilizaron los marcadores moleculares de ADN para la defensa
de la propiedad intelectual en germoplasma de Capsicum, al analizar muestras de

semilla que estaban siendo propagadas y vendidas sin la debida autorizacion legal

Rodriguez et al., (1999) caracterizaron 134 introducciones pertenecientes a seis

especies de Capsicum mediante marcadores RAPD (Randon Amplified Polimorphic
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DNA), identificando duplicados y permitiendo mejorar la identificacion taxonémica

de las introducciones.

Guzman (2007) Evalu6 21 microsatélites en una poblacién formada por 12 especies
de Capsicum para seleccionar los mejores marcadores para ser utilizados en una

caracterizacion de germoplasma de esta especie

Los microsatélites (SSR) son repeticiones de 2 a 8 pares de bases que pueden
variar en el nimero de repeticiones. Estas repeticiones cortas son abundantes y
frecuentemente extendidas en genomas eucaribticos, altamente polimorficos vy
facilmente trabajados con la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
usando iniciadores complementarios a la region flanqueante de la repeticion. La
identificacion y secuenciacion de los iniciadores es el paso mas laborioso. Sin
embargo, una vez desarrollados estos marcadores que son codominantes
constituyen el sistema mas informativo, incluso entre individuos emparentados.
Sanwen et al., (2000) buscaron SSR (Simple Secuence Repeats) en la base de
datos de Genbank, con el fin de determinar diferentes secuencias de microsatélites
para Capsicum, seleccionaron 58, de los cuales 5 resultaron polimorficos para las

especies evaluadas de los cuales afirman ser Gtiles como marcadores.

Los marcadores de tipo microsatélite se estan utilizando en la estimacion de la
variabilidad genética dentro y entre poblaciones, asi como en muestras de
introducciones de especies cultivadas o silvestres. Se dice que son utiles en los
experimentos de mapeo de caracteres importantes y también que son una de las
herramienta para el disefio de estrategias de conservacion de recursos genéticos y

formacion de colecciones nacleo (De Vicente, 2002).
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4 METODOLOGIA

4.1 UBICACION GEOGRAFICA

La caracterizacion morfolégica y evaluacién agronémica se realiz6 en el Centro
Experimental de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira (CEUNP),
ubicado en el municipio de Candelaria, departamento Valle del Cauca. EI Centro
esta situado a 3° 6° Ny 65 © 3' W, a 995 msnm con temperatura promedio de 24°C,
humedad relativa del 60% y precipitacion anual 1028 mm. Pertenece a la zona
calida — moderada, clima semiarido con 4 meses del afilo con exceso de
precipitacion. (Acosta, 1997). Las introducciones se tomaron en forma aleatoria
dentro del banco de germoplasma de Capsicum de la Universidad Nacional de

Colombia Sede Palmira (Anexo 1).

La determinacion del contenido de capsaicina se llevo a cabo en el Laboratorio de
Biologia de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota a cargo de la Dra.
Luz Marina Melgarejo.

La evaluacion de muestras para detectar presencia de potyvirus, CMV, geminivirus
y TMV en el lote de CEUNP se realiz6 en el laboratorio de Virologia del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en Palmira a cargo del Dr. Francisco
Morales.

La seleccidn de materiales resistentes a PepDMV y la determinacién de la herencia
de la resistencia se realizaron en el invernadero del laboratorio de Virologia en el
CIAT.

La caracterizacion molecular se llevd a cabo en el Laboratorio Integrado de
Investigaciones en Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia sede

Palmira;

El andlisis de datos se realiz6 en la Sala de Computo de Posgrado de la

Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira.
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4.2 MULTIPLICACION DE SEMILLA

Para incrementar la semilla, se tomé aproximadamente un gramo de cada una de
las introducciones. Se trataron previamente con acido giberélico (100ppm) para
romper la latencia antes de sembrar en bandejas con un sustrato formado por
cachaza — carbonilla - arena en relacion 3:1:1. Cuando las plantulas tuvieron
aproximadamente 3 cm de alto se transplantan a vasos plasticos de 10 onzas por
30 dias con el fin de reducir las pérdidas en campo al momento del transplante. Las
distancias de siembra fueron de 1 m entre surco y 40 cm entre planta. Se control6
la polinizacion protegiendo las flores con bolsas de lienzo o de papel para
garantizar la autopolinizacion. Las flores autopolinizadas fueron identificadas; a los
frutos formados se les extrajo la semilla, la cual secé al ambiente y posteriormente
se almaceno en el cuarto frio (10C y 40% H.R.) (Fo tografia 5).

Cuarto frio Tarro plastico Se_milla en _
donde se almacena acido semilleros ﬂ
semilla giberélico

Desgrane de fruto
seleccionado

Cosecha de semilla

con control de Botoén ideal para autopolinizar Control de polinizacion con Control de pollnlzac_lon
autopolinizacion p p bolsa de papel con bolsa de muselina

Fotografia 5 Multiplicaciéon de semilla de Capsicum
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4.3 CARACTERIZACION MORFOAGRONOMICA DE CAPSICUM

4.3.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CAPSICUM

Se sembraron 100 introducciones (Anexo 1) bajo el disefio experimental de bloques

incompletos o Latice 10x10 con tres repeticiones. La unidad experimental estuvo

constituida por diez plantas para evaluar cuatro plantas por bloque y un total de 12

plantas por introduccion. Se estudiaron 40 descriptores morfolégicos y agronémicos

propuestos por el IPGRI, 1995 (Cuadro 6 y Anexo 2).

Cuadro 6. Descriptores cualitativos y cuantitativos de Capsicum

Cualitativos

Cuantitativos

OCoOoO~NOUIhWNE

Color del hipocotilo

Color de la hoja cotiledonar
Color de la hoja madura

Forma de la hoja madura
Pubescencia de la hoja madura
Color de la corola

Color de la antera

Mancha de la corola

Exsercidn del estigma

Posicion de la flor

Habito de crecimiento

Forma del fruto

Cuello en la base del fruto
Apice en el fruto

Forma del fruto en unién con el pedicelo
Tipo de epidermis

Constriccion anular del céliz
Color del fruto en estado intermedio
Color del fruto maduro

Rango de semillas por fruto
Color de la semilla

Ancho de la hoja cotiledonal
Largo de la hoja cotiledonal
Altura de la planta

Ancho de planta

Longitud de la hoja madura
Ancho de la hoja madura
Altura de planta

Dias a la florescencia
Numero de flores por axila
Longitud de la corola
Longitud de antera

Dias a fructificacion
Longitud del fruto

Ancho del fruto

Peso del fruto

Numero de semillas por fruto
Contenido de capsaicina
Resistencia a PepDMV
Rendimiento

Numero de frutos por planta
Cantidad de frutos por planta

IPGRI, AVRDC, CATIE; 1995
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Andlisis de los datos de caracterizacién morfoldg ica

En el momento del andlisis de la informacion se estudiaron 28 introducciones a
demas de las 100 iniciales, debido a que dentro de estas ultimas se encontraron las
introducciones resistentes a virus e introducciones con las cuales se hizo el estudio
previo de polimorfismo de los microsatélites antes de evaluarse a toda la poblacion.
Los datos de 25 introducciones fueron tomados de la base de datos de Capsicum
publicada en “Caracterizacion morfoagronémica de 195 introducciones de
Capsicum del banco de germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Palmira por Vallejo et al., 2006 y las otras 3 introducciones fueron

caracterizadas en el invernadero del CIAT (Anexo 1).

Para el andlisis de la informacion se generd una matriz de filas y columnas. En las
filas se localizaron las 128 introducciones y en las columnas los 40 descriptores. Se
realizaron analisis por separado para descriptores cualitativos y cuantitativos,
analisis conjunto para ambos tipos de descriptores. Para los descriptores
cualitativos se realizé un analisis de frecuencia por categoria del descriptor. Luego
se realizo un andlisis de correspondencia para hacer el agrupamiento de los
individuos. Con los descriptores cuantitativos se realiz0 un analisis descriptivo
(media, desviacion estandar, valor minimo, valor maximo y coeficiente de variacion)
a partir del cual se hizo la seleccién de las caracteristicas mas variables para

realizar el analisis de componentes principales (Nakos y Joyner, 1999).

El analisis de las variables cualitativas y cuantitativas en conjuntos se realizé para
establecer las relaciones genéticas entre las cinco especies. Se partio de un
analisis de correspondencia multiple transformando los datos cuantitativos en
categoricos. Se utilizé la media y la desviacion estandar para armar los rangos de
los nuevos grupos dentro del descriptor cuantitativo y asi reubicar los datos dentro

de grupos. Una vez transformados los datos cuantitativos en categoricos, se forma
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la matriz de unos y cero, se corre un analisis de correspondencia para obtener las
dos dimensiones de valores continuos que expliquen el 60% de la variacion total.
Se juntaron estas dos ultimas dimensiones con las dos dimensiones obtenidas en el
analisis de correspondencia de los datos cualitativos, quedando una matriz con
cuatro dimensiones a las cuales se le corrid el andlisis discriminante usando la
distancia de Mahalanobis ponderada por su varianza para establecer relaciones
entre las especies. El dendograma de clasificacion de las especies se construyo
utilizando el programa NTSYS utilizando como criterio de proximidad la distancia

minima insesgada de Nei (Nakos y Joyner, 1999).

4.3.2 EVALUACION AGRONOMICA DE Capsicum EN CAMPO

Se sembraron 100 introducciones (Anexo 1) bajo el disefio experimental de bloques
incompletos o Latice 10x10 con tres repeticiones. La unidad experimental estuvo
constituida por diez plantas. Se hicieron 5 cosechas en un tiempo de tres meses de
produccion del cultivo. En cada cosecha se evalud peso promedio de fruto, nUmero
de frutos cosechados por planta, produccion por planta, longitud de fruto, ancho de
fruto y todos los descriptores relacionados con el fruto. Los valores obtenidos por
introduccién son el promedio obtenido por los promedios conseguidos para cada

repeticion.

Andlisis de los datos de evaluacion agronémica

Se realizé un analisis de varianza bajo el disefio de latice para identificar las
diferencias entre las introducciones para las variables producciéon, peso y niamero
de frutos por planta. Se realiz6 una tabla aritmética descriptiva entre especies para
las mismas variables. Se realizo una correlacion parcial para todas las

caracteristicas cuantitativas para detectar asociaciones de interes.
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4.3.3 Determinacion del contenido de Capsaicinay  Dehidrocapsaicina

Se tomaron 3 6 10 frutos de cada introduccion del lote de “caracterizacion y
evaluacion” y se enviaron al Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Bogota para medir el contenido de capsaicina. Se siguid el
procedimiento que involucra High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
desarrollado por la Universidad. (Anexo 3). La variable evaluada fue contenido de
Capsaicina y Dehidrocapsaicina. EI grado de pungencia por introduccion fue la

suma de los dos tipos de capsaicina.

De acuerdo a los resultados de las correlaciones con capsaicina, se realizaron
graficos de dispersion de dos dimensiones. En el eje X se ubico el contenido de
capsaicina y en el eje Y tamafio de fruto . se asocio el contenido de capsicina con

peso de fruto

4.3.4 Evaluacién de presencia en campo de Potyviru s, Virus del Mosaico del
Pepino (CMV), Geminivirus y Virus del Mosaico del T  abaco (TMV).

Se tomaron muestras de meristemos de cada una de las plantas presentes en el
lote de caracterizacién y evaluacion y se enviaron al laboratorio de virologia del
CIAT para determinar la presencia o ausencia de Potyvirus; Geminivirus, TMV,
CMV a traveés de la técnica de ELISA. La informacion se registro en la base de
datos con el fin de reportar la susceptibilidad de la introduccion en condiciones de

campo y determinar los virus presentes en CEUNP para el cultivo de pimentdn y aji.

4.3.5 EVALUACION A PepDMV

Bajo un disefio completamente al azar se sembraron 235 introducciones de
Capsicum en surcos debidamente identificadas. Se evaluaron 10 plantas por

introduccion. Las semillas se distribuyeron en bandejas, sembrando siete
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introducciones por bandeja. La inoculacion se llevé a cabo en un invernadero libre
de insectos. Las inoculaciones se realizaron 1 vez por semana durante dos
semanas, la evaluacion visual se inicid aproximadamente 3 semanas después,
cuando las hojas verdaderas mostraron sintomas utilizando la escala de evaluacion
a PepDMV (Cuadro 7). Las variables evaluadas fueron: mosaico, deformacion e
incidencia (Fotografia 6). A las plantas asintomaticas se le realizo prueba inmuno —
enzimatica PTA ELISA en su modalidad indirecta de fijacién del antigeno a la placa
(Anexo 4).

Se verifico la resistencia de las plantas seleccionadas como resistentes a
potyvirus por RT-PCR, siguiendo la metodologia propuesta por Morales et al, 2005.
Se tomaron 30 mg de tejido foliar para la extraccion de ARN, utilizando el Kit SV
Total RNA Isolation (Promega, WI). Para la amplificacion del ARN viral se utilizaron
el primer degenerado U341, 5°-ATG RTI TGG TGY ATI GAI AAY GG-3' y el primer
oligo (dT) Promega, WI), que amplifica parte de la proteina de la capside y la region
no traducida (3-RNT). A partir de 10 pyl de ARN se sintetizd6 el ADN
complementario (ADNc) en un volumen final de reacciéon de 20 ul conteniendo
tampon 1x, oligo (dT) 0,5 yM, dNTPs 0,5 mM, DTT 5 mM y 200 U de transcriptasa
reversa M-MLV. La mezcla se incubd por una hora a 37C seguida de 10 min a
70<C. Dos microlitros obtenidos de la transcripcié n reversa fueron amplificados por
PCR en volumen final de 25 ul con concentraciones finales de tampon 1X, MgCL2
2,5 mM, dNTPs 0,2 mM (total), U341 y oligo (dT) 0,2 uM y una unidad de taq
polimerasa (Promega WI), las condiciones de amplificacion fueron 94<C 2 min (un
ciclo); 94C 30 seg, 50C 1 min, 72T 1 min (30 ciclos); 72T 5 min (un ciclo).

Los producto de amplificado se analizaron por electroforesis de agarosa al 1,2%

tefidos con bromuro de etidio visualizado con luz ultravioleta

Fotografia 6 Escala de
evaluacion visual para evaluar
' ‘1 Q‘ j@g mosaico en estado de plantula
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Cuadro 7. Escala de evaluacion para potyvirus en invernadero.

Parametros valor Descripcién del parametro

Incidencia + Presencia de planta enferma

- Ausencia de planta enferma

Mosaico 1 Ausencia total de mosaico; todas las plantas

sanas

Suave mosaico; 1-10% de plantas enfermas

Moderado; 11- 30% de plantas enfermas

Severo; 30-50% de plantas enfermas

g | WO N

Fuerte, presencia total en todas las hojas; 51-

100% plantas enfermas

Deformacién | 1 Ausencia total de arrugamiento; todas las
hojas sanas
2 Suave arrugamiento en la hoja
3 Moderado arrugamiento de las hojas
4 Severo arrugamiento de las hojas
5 Total deformacion de las hojas

La reaccién de cierto genotipo para la infeccion viral es asumida por una incidencia basado en sintomas visibles
después de inoculada bajo condiciones naturales; en el campo o bajo condiciones controladas; en el invernadero.
Los factores necesarios para una evaluacion eficiente son la presencia de una fuente viral, inoculacién en plantas

jovenes y condiciones ambientales favorables.

La evaluacién viral en campo y en invernadero se registré en la base de datos. El
objetivo fue identificar introducciones con resistencia a PepDMV, un aislamiento
viral propio de la region del Valle del Cauca (aislamiento identificado por Morales et
al, 2005) y hacer aumentos de semilla directamente de las plantas para hacer los
cruzamientos con las variedades comerciales de Cayenne, Tabasco y Habanero y
determinar el modo de herencia de la resistencia a PepDMV vy realizar avance
generacional de los cruzamientos con el fin de incorporar la resistencia en

materiales adaptados al Valle del Cauca.
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4.4 CARACTERIZACION MOLECULAR
4.4.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé tejido de hojas
jovenes de una sola planta por introduccion las cuales

fueron procesadas segin el método descrito por Fotografia 7

Extraccion de ADN de

Dellaporta et al, 1983 (Fotografia 7) y modificado por el de Capsicum

Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad

Nacional de Colombia Sede Palmira como se describe a continuacion:

Paso Descripcion

© 00 NOoO Ok WDN P

NP R R R RR R R R R
O © oW ~NOO UM WDNIRO

N
[y

Preparar un bafio de maria a 65°C y colocar el buffer de extraccion
Marcar tubos de 1.5ml (2 juegos segun el nimero de muestras a trabajar)
Macerar de 20 a 30mg de tejido foliar joven en nitrogeno liquido
Transferir el tejido a un tubo de 1.5ml usando una espatula
Adicionar 800pl | de buffer de extraccion y 100 ul | de SDS al 10%
Mezclar en vortex la solucion anterior

Incubar a 65°C por 30 minutos, invirtiendo los tubos periédicamente
Adicionar 250ul de acetato de potasio 5M frio y mezclar

Incubar en hielo 25 minutos en agitacion

Centrifugar a 12000 RPM por 10 minutos

Transferir 800ul a un tubo nuevo

Adicionar 640pl de isopropanol frio y mezclar 8 a 10 veces

Incubar a -20°C por 2 horas

Centrifugar a 12000 RPM por 10 minutos

Remover el isopropanol

Adicionar 800ul de etanol al 75% y mezclar en vortex

Centrifugar a 12000 RPM por 10 minutos

Remover el sobrenadante

Dejar los tubos en la camara estractora de gases por 5 minutos
Adicionar 80ul de TE 1X y dejar en la nevera por 2 horas para que se
hidrate
Evaluar calidad de ADN en gel de agarosa
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4.4.2 Amplificacion de primer para microsatélites por PCR

Se emplearon iniciadores para microsatélites usados por Sanwen et al., 2000,
Umesh Reddy' y Lee et al., 2004. Como paso preliminar se verificé la generacién
de polimorfismo con una sub-muestra formada por 26 introducciones del total de las
introducciones a estudiar (Fotografia 8). Se utilizaron 32 pares de iniciadores para
microsatélites. Para la amplificacion de los microsatélites se siguio la metodologia
estandarizada por laboratorio de Biologia molecular de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Palmira realizando las debidas modificaciones segun la
temperatura de alineamiento de cada uno de los primer (Cuadro 8, 9 y 10) y
deteccidon mediante migracion electroforética en geles de poliacrilamida, tefidos

con nitrato de plata.

Para la estandarizacion se preparé una mezcla de reactivos en un tubo estéril de
microcentrifuga (1,5 ml) para un volumen final de 25 pl (Cuadro 11). La
amplificacion se produjo en un termociclador PTC-100 Programmable Termal
Controller de MJ Research, Inc. La desnaturalizacion inicial fue de 95°C durante
cinco minutos y se contindo dentro de cada ciclo con denaturaciones de 95T por
30 segundos, la hibridacion se realizé a una temperatura de acuerdo a cada primer
durante 45 segundos, una extension de 72°C por dos minutos, 37 ciclos desde la
desnaturalizacion a extension y por ultimo una extension a 72 °C durante siete
minutos. El producto amplificado se observdO mediante electroforesis en geles

poliacrilamida, a 120 voltios, de acuerdo al peso de cada primer.

! Umesh Reddy. Profesor investigador Universidad de California. Conversacién por

correo electronico 2005
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Fotografia 8

Poblacion muestra de Capsicum para
microsatélites monomorficos (izquierdo) y polimérficos (derecho).

identificar

Cuadro 8 Secuencias de primers para microsatélites de Capsicum tomados de

Sanwen et al., 2000

Consecutivo  Marcador Repeticion Secuencia del primer Tamafio Tm?® Prod # de

S1 AA840679 (AT)5 F GCAAAAGTGATGATTCATAAA 21 531 120 1
R TCACTTTCAAAGATTCTTAACAC 23 53.2

S2 AA840733 (AT)6 F GTACCTATGGGAATAAGCAAA 21 53.7 125 2
R CCAATTTGTCTGAAGTTGAGT 21 54.4

S3 AA840773 (AAG)5 F GAAGAAGCCAGTAGAGGAGA 20 538 160 1
R CAGCACCTTGAAGATGTAGAT 21 545

S6 AF065616 (AG)5 F AGTTAACAACTTTGGTGCTGT 21 542 130 2
R TAATATGGTAAGCACATTCCA 21 53.4

S7 AF082726 (AG)6 F TGTTCCTCTCTCTTCTTATCG 21 539 103 2
R CCGGAGATAAGATCTTGATAA 21 53.7

S8 CACCELI (ATATA)5 F ATAGCTCACATGCCCTATAAA 21 543 195 2
R AATCTTGAGCAATAATTGGAC 21 53.6
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Cuadro 9 Secuencias de primer para microsateites de Capsicum tomados de
Umesh Reddy?, 2004

Consecutivo Secuencia del primer F Ph* T<C*
Ul GAA GCC AAA AAT AGG AAC G F 19 52.4
CCCGCTTGAGATCTTGGAT R 19 56.7
uz2 GCA CAT TCA AGC TAG GCG CAG F 21 61.8
GGG TGC ATG ATATTA TGT GAG R 21 55.9
us3 CTT AAG GGA CGT GAACAATTG F 21 55.9
CTG TCA CAT ATT CAT GCATC R 20 53.2
u4 CAT CCA AAC CCT AAT TCC ATC F 21 55.9
CTTTGG CTC TGA TAC CAAGCT TG R 23 60.6
us GAT CTC AGT TCT ATC TAG CGG G F 22 60.3
CAG CCAATC AGTTCAGTTTAG TG R 23 58.9
u6 CAG AAT GAC CGA AT F 14 40
GAT ATACTT TAC CTG AC R 17 455
us GGCATAGTTTIG CTT GTG AC F 20 55.3
CGA ATACATCTATTG TGA CC R 20 53.2
u9 CCC TCT TCA ATC CAA ATC AACC F 22 58.4
CGT AGT CAGATGTTGAAGTCGC R 22 60.3
ui10 CTTCCGTTC AAACTT GTC TGC F 21 57.9
GGT TTG CAT ACACTT GACCCTC R 22 60.3
ull GGA GCT TCT CTT GAT AGA CAT C F 22 58.4
CCC AGA CCACACTAT GTG R 18 56
uil3 CGG TGAATG GACTGT CATC F 19 56.7
CAC GAT GCT CCT TGG AGT R 18 56
ule6 GCG ATT ACA AAG TAC GAG TAG F 21 55.9
GAATCA TGA CTT AGA GTT GGC AG R 23 58.9
u20 CAT TTT CCT CATGGG TCAC F 19 54.5
GTC GAC CAATTG AGA AGT C R 19 54.5

Pb y T informacion suministrada por el fabricante

2 Umesh K. Reddy , profesor Asistente, Departamento de Biologia, Universidad de
Virginia Derechos reservados
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Cuadro 10 Secuencias de primers para microsatélites de Capsicum tomados de
Lee et al., 2004.

Tamarfio

Consecutivo Marcador Secuencias del primer primer ™m (%)
L1 Hpmscasigl9 R AAG GGT GTA TCG TAC GCA GCC TTA 24 53C
L CATGAATTT CGT CTT GAA GGT CCC
L2 AF244121 L  TACCTCCTC GCC AAT CCTTCT G 22 48
AF244121 R  TTGAAA GTT CTT TCC ATG ACA ACC 24
L3 Hpms 1-143 L AAT GCT GAG CTG GCA AGG AAA G 22 55C
Hpms 1-143 R  TGAAGG CAG TAG GTG GGG AGT G 22
L4 Hpms 1-148 L GGC GGA GAA GAA CTA GAC GAT TAG 25
R CCA CCC AAT CCA CAT AGA CG 20
L5 Hpms 1-173 L TGC TGG GAA AGA TCT CAA AAG G 22 63
R ATC AAG GAA GCA AAC CAA TGC 21 61
L6 CAN130829 L  GCTAATTACTTGCTCCGTTTTG 22 58
R  AAT GGG GGA GTT TGT TTT GG 20 61
L7 Hpms 1-274 L TCC CAG ACC CCT CGT GAT AG 20 62
R  TCCTGC TCC TTC CAC AAC TG 20 61
L8 Hpms 2-2 L  GCAAGG ATG CTT AGT TGG GTG TC 23 64
Hpms 2-2 R  TCC CAAAAT TAC CTT GCAGCAC 22 63
L9 HpmsAT2-14 L TTTAGG GTT TCC AAC TCT TCT TCC 24 61
HpmsAT2-14 R  CTAACC CCA CCAAGC AAAACAC 22 63
L10 CM0005 L CAT GAC CAC CAT GAG GAT A 19 55
CM0005 R GAT AGC CAC GAG CAT AGT ATT 21 54
L11 Hpms 1-216 L  TGCTTG TTG TTT TTA CCC TCA GC 23 63
Hpms 1-216 R  AGT GAA AGG TGG GCA ACA GC 20 63
L12 Hpms 1-165 L GGC TAT TTC CGA CAA ACC CTC AG 23 65
Hpms 1-165 R CCATTGGTC TTT TCACTG TTG TG 23 62
L14 Hpms 2.21 L TTTTTC AAT TGA TGC ATG ACC GAT A 25 64
Hpms 2.21 R CAT GTC ATT TTG TCA TT ATT TGG 24 61
Cuadro 11 Mezcla para la amplificacion de microsatélites en ADN de Capsicum
Coctel Concentracion final Volumen pl
Bufer PCR 10X 1X 2.5
dNTPs 5 mM 4
Primer (10uM) 10 uM 0.5
Primer (10uM) 10 uM 05
MgCI2 (25mM) 2mM 2
DNA 20 0 10ng 2
taq pol. (5U/ul) 0.1 0.2
H,O 13.3
Volumen final 25
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4.4.3 Andlisis de datos de caracterizacion molécul ar

Se construyeron matrices de datos binarios para cada marcador y se calcularon
parametros de diversidad a nivel intraespecifico e interespecifico, nimero de alelos
polimorficos, heterocigosidad, determinacion de alelos Unicos y niumero de alelos
amplificados por primer. Para el anadlisis de resultados se usd el programa
estadistico Pop gene. Para el agrupamiento jerarquico se utilizd el método de
Agrupamiento con promedios aritméticos ponderados UPGMA (unweighted pair

group method with arithmetic averages) utilizando el indice de Nei y li, 1979.

4.5 HERENCIA DE LA RESISTENCIA A PepDMV

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion a PepDMV (literal 4.3.3) se
tomd una introduccion resistente de las especies C. annuum, C. frutescens y
C. chinense, para realizar cruzamientos intra-especificos con las especies
comerciales de Colombia (Cuadro 12). Los cruzamientos se realizaron bajo
invernaderos de vidrio con condiciones controladas de temperatura y de insectos.
Para la seleccion de los materiales resistentes se tuvo presente la similitud
morfolégica entre los parentales. Las introducciones resistentes seleccionadas
fueron Serrano (Capsicum annum), actual variedad comercial de pimenton liberada
por la Universidad Nacional de Colombia en 1995, la introduccién 70 (Capsicum
frutescens) procedente del Ecuador donada por el departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA) en el afio 2000, la introduccion 631(Capsicum chinense)
colectada en el Departamento Guainia por el SINCHI y la Universidad Nacional de
Colombia, en el afio 1998. y la introduccién 24 (Capsicum chinense) colectada en el

Valle del cauca.
Se obtuvo las generaciones F1 de cada especie (Fotografia 9). Se realizaron

cruzamientos directos y reciprocos para identificar los efectos maternos y/o

barreras de incompatibilidad entre ambos parentales. Una vez obtenidas la semilla
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F1, se sembr6 en macetas para obtener semilla F2 realizando control de

polinizacion. Se realizaron cruzamientos dirigidos hacia ambos parentales para

obtener las retrocruzas (Cuadro 13)

(@)

C. annuum

Serrano

Cayenne x serrano

C. chinense

Habanero
959

631 x 959 R

959 x 631

Introduccién 631

C. frutescens

Tabasco
957

957 x 70

Fotografia 9 Cruce entre especies
de: (a) C. annuum: Cayenne vy
Serrano; (b) C. frutescens: Tabasco e
introduccion 70; (c) C. chinense:

Habanero e introduccion 631

Cuadro 12. Cruzamientos realizados entre variedades comerciales susceptibles e
introducciones de Capsicum resistentes a PepDMV

Especie Progenitor Introduccion Poblaciones
comercial resistente formadas

C. annuum Cayenne Serrano F1, F2, RCly RC2

C. frutescens  Tabasco Introduccion 70 F1, F2, RCly RC2

C. chinense Habanero Introduccion 631 F1, F2, RC1ly RC2
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Las poblaciones obtenidas se sembraron aleatoriamente en bandejas. Se separo
entre cruzamientos directos y reciprocos. Se realizaron dos replicas en el tiempo
por cada cruzamiento. La inoculacion se realiz6 dos veces en estado de plantula
con una diferencia de ocho dias entre una y otra, con el aislamiento de PepDMV,
frotando las hojas con gasa humeda. La evaluacion se inicio a los quince dias
siguientes cuando las plantas presentaron nuevas hojas. Las plantas asintomaticas
fueron evaluadas con la técnica de ELISA. Se evalud la incidencia en planta

(ausencia o presencia de mosaico).

Cuadro 13 Cantidad de plantas evaluada en cada cruzamiento para determinar el modo
de herencia de la resistencia en Capsicum

Progenitor Introducciéon F1 F2 RC1 RC2

comercial resistente

Cayenne x Serrano 20 20 50 250 50 50
Serrano x Cayenne 20 20 50 250 50 50
lgbasco X Introduccién 20 20 50 250 50 50
Introduccién 70 X 20 20 50 250 50 50
Tabasco

IHabanero X 20 20 50 250 50 50
Introduccion 24

Introduccion 24 X 20 20 50 250 50 50

Habanero

4.5.1 Andlisis de los datos para determinar la her  encia a PepDMV

Con los datos obtenidos de incidencia en planta de cada una de las poblaciones de
cada cruzamiento se crearon matrices. Se diferencié entre cruzamiento directo y
reciproco. Para cada cruzamiento se realizaron tablas de frecuencias por poblacion,
con el fin de probar herencia mendeliana para uno, dos genes y efectos epistaticos.
La validez de los modelos se confirmé con la formula de chi cuadrado (X?). Al no
ajustarse los cruzamientos al modelo de herencia simple mendeliana se realizo

estudios de medias generacionales.
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Los componentes que hicieron parte del el estudio de medias generacionales
fueron la media (m) como el promedio del fenotipo de los parentales. Y de ahi se
derivaron los parametros [a] y [d] donde [a] es la distancia de cada uno padres
(lineas homocigotos) a la media y [d] la distancia de la F1 (linea heterocigoto) a la
media.

Se estimaron para cada generacién los componentes esperados para las medias
en funcion de m, [a] y [d] asumiendo ausencia de epistasis.

Generacién  Fenotipo promedio esperado

m [a] [d]
P1 1 -1 0
P2 1 1 0
F1 1 0 1
F2 1 0 1/2
RC1 1 -1/2 1/2
RC2 1 7 1/2

A partir de estos componentes por generacion se calculdé el promedio esperado
para cada una de ellas, ponderando la varianza de cada poblacion por el numero
de datos y la inversa 1/ [8%/n] que constituyé el peso de la ponderacién (cuanto
mayor es la varianza de la media de una determinada generacion, menor sera la
precision con que se conocera el valor real de dicha media, y por tanto, menor debe

ser el peso que la informacién provista por la misma tenga).

Por analisis de regresion se obtuvieron los parametros m [a] [d] [aa] [ad] y [dd].
Se determind la importancia relativa de estos parametros en funcion de la
contribucion de la suma de cuadrados al modelo, en el Anexo 5 se describe el
programa usando el paquete SAS. Una vez corrido el programa se obtienen las
sumas de cuadrados con la que cada parametro contribuye al modelo. Se comenz6
con el modelo mas simple que incluye m [a] donde se vié la suma de cuadrados
total y la suma de cuadrados residual y los estimadores del R2 y se observé cuanto
de la variabilidad en los datos observados es explicada por el respectivo modelo
gue se deriva del cociente entre SC modelo/SC total. Si el modelo no fue

satisfactorio, al ser las diferencias entre valores calculados y observados
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demasiados grandes para considerarse aleatorias se incluyeron parametros de
interaccién. El mejor modelo fue aquel cuyo parametro incluido en el modelo aportd
en forma significativa a la suma de cuadros total. El analisis permite confirmar la

importancia de los parametros para explicar la variabilidad observada en los datos.

4.6 SELECCIONAR LINEAS DE Capsicum CON RESISTENCIA AL VIRUS
DEFORMANTE DEL PIMENTON PepDMV.

Una vez identificadas las introducciones resistentes, se tomaron las plantas y
transplantaron a materos para hacer los cruzamientos dirigidos hacia los tres
materiales comerciales Cayenne, Habanero y Tabasco, los cuales se sembraron
contemporaneo al momento de iniciar las evaluaciones a resistencia a potyvirus
(literal 4.3.3). Los hibridos F1 formados fueron debidamente identificados y
clasificados. Se tomaron 10 semillas F1 y se llevaron a floracion para su posterior
autofecundacion cubriendo la flor con bolsa de papel, las flores se identificaron y los
frutos se cosecharon de forma individual por planta, La semilla obtenida fue
identificada como F2. Posteriormente se seleccionaron aproximadamente entre 250
y 300 semillas por cada cruzamiento y se inocularon para evaluar a PepDMV, se
seleccionaron las plantas resistentes las cuales se llamaron familias. Estas familias
F3 se entregaron al programa de mejoramiento de Capsicum para continuar el
avance generacional de cada una de ellas por el método del pedigree o

genealdgico.

Fotografia 10 Plantas de Capsicum
resistente a pepDMV. Aumento de semilla
en materos con control de polinizacién y a la
vez formacidon de hibridos con las
variedades comerciales
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5 RESULTADOS Y DISCUCION

51 CARACTERIZACION Y EVALUACION MORFO-AGRONOMICA D E

Capsicum.

La seleccion al azar de introducciones concordd con el planteamiento de Smith y
Heiser (1951) quienes reportan que Capsicum se distribuye en toda América
Tropical y Subtropical. Doce paises de América fueron representados por 5
especies, Colombia con mayor nimero de introducciones. (Cuadro 14). Smith y
Heiser (1957) dicen que muchas de las especies recolectadas son introducciones
recientes del germoplasma que se hace por la utilidad que el hombre puede
beneficiar de la especie. Se refiere a la especie C. chinense como originaria del
Brasil pero presenta introducciones colectadas en la peninsula de Yucatan
(México), Puerto Rico y Sur de Estados Unidos. A diferencia de C. annuum su
distribucion es a lo largo de Centro América hasta el norte de Sur Ameérica, Smith y
Heiser dicen que en Meéxico y en Guatemala es donde se encuentra la mayor
diversidad en formas del fruto. Las muestras de C. annuum traidas de Trinidad,
Brasil, Peru, Argentina, Chile, Bolivia y Europa fueron formas del fruto conocidas ya
en México. C. frutescens se distribuye a lo largo de Centro América pero restringido
a zonas de costa tropical como Luisiana, Alabama, Florida; en el estado de
Veracruz en México hasta Costa Rica; las Islas del Caribe; también se encuentra
distribuida por las Islas del Pacifico y es cultivada en Malasia, India y Africa. C.
baccatum dicen que nunca la encontraron fuera de Sur América a excepcion de una
coleccion en Hawai y otra en Costa Rica que son introducciones recientes. La
mayor diversidad de C. baccatum la encontraron en Ecuador, Per(d y Norte de
Chile. C. pubescens la encontraron principalmente a lo largo de la cordillera de los

Andes y dijeron que fue raro encontrarla en México y Centro América.
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La seleccion al azar presenté mayor numero de introducciones de C. annuum y de
C. frutescens seguido de C. chinense. Estas tres especies fueron de igual forma las
de mayor cantidad representadas en los trabajos de caracterizacion de Garcia,
2007 y Palacios, 2007 con otras introducciones procedentes del mismo banco de
germoplasma. Los resultados sugieren que el banco presenta mayor concentracion
de introducciones relacionadas con estas tres especies. El banco conformado por el
SINCHI en colectas realizadas entre 1998 y 2000 en los departamentos de
Putumayo, Caqueta, Amazonas, Guainia, Vaupés, Guaviare y Vichada presenté
esta misma tendencia.

La distribucién de las introducciones colectadas en Colombia mostr6 que las
especies mas representativas son C. annuum y C. frutescens ubicadas en la Zona
Andina. C. chinense corresponde principalmente a materiales comerciales de la
Costa Atlantica. C. baccatum, con una introduccion originaria de los Andes
Bolivianos y otra introduccién de C. pubescens traida de Narifio (Cuadro 15
Fotografia 11). Colombia es un pais que por su ubicacién geografica presenta
diferentes climas, lo cual permite que se encuentren las cinco especies
domesticadas.

Fotografia 11
Introduccion 26 de C.
baccatum (izquierda) e
introduccion 961 de
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Cuadro 14 Distribucién geogréfica de 128 introducciones de Capsicum del Banco de
Germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

Pais C. C. C. C. frutescens C. total
annuum baccatum chinense pubescens
Bolivia 1 - 1 - - 2
Brasil 1 - - 2 - 3
Colombia 38 1 23 35 1 98
Costa Rica 5 - 1 4 10
Cuba - - 1 1 - 2
Ecuador 1 - 3 - 4
Guatemala 1 - - 1 - 2
Guyana - - - 1 - 1
México 1 - - - - 1
Peru - - - 1 - 1
Salvador - - - 1 - 1
USA 3 - - - - 3
Total 51 1 26 49 1 128

Cuadro 15 Distribucién geografica de 98 introducciones colombianas de Capsicum del
Banco de Germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

Departamento | C. C. C. C. C. Total
annuum | baccatum | chinense | frutescens | pubescens
Antioquia 3 - 1 5 - 9
Bolivar 2 1 - 3 - 6
Caqueta - - 1 1 - 2
Cérdoba 1 - 13 - - 14
Choco 2 - - 1 - 2
Cundinamarca 1 - - - - 1
Colombia* 4 - 1 6 - 11
Casanare 4 - - 2 - 6
Guainia - - 1 - - 1
Guaviare - - - 2 - 2
Narifio 2 - - 2 1 5
Putumayo 1 - 2 1 - 4
Santander - - 1 - 1
Valle 17 - 3 12 - 32
Vaupeés 1 - 1 - - 2
Total 38 1 23 28 1 98

* Introducciones donadas por la USDA gue no reportaron origen especifico en
Colombia.
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5.1.1 Caracterizacion morfolégica en  Capsicum

Descriptores cualitativos

Las caracteristicas cualitativas evaluadas permitieron observar que las especies del
género Capsicum comparte rasgos comunes; a la vez hay caracteristicas propias
de cada especie (Cuadro 16) esto se presenta por el nivel de especiacion que se da
en el proceso de domesticacion del género (Hunziker, 1954). Entre las
caracteristicas propias de C. baccatum se encuentra la mancha en la corola; en
C. chinense la constriccion anular en el caliz; en C. frutescens la posicidén erecta de
los frutos y la posicion pendiente del fruto en C. annuum. Estas dos ultimas
especies fueron descritas por Smith y Heiser (1951) quienes destacan que el color
de la corola, habito de crecimiento, la pubescencia son caracteristicas que las
describen. C. annuum las flores son de color blanco o amarillo claro y el hébito
compacto o postrado y tiende a la pubescencia. C. frutescens las flores son

verdosas y el habito de crecimiento erecto y de escasa pubescencia.

La presencia de algunas caracteristicas compartidas y otras propias de cada
especie llevan a entender por que Davenport (1970), propuso un origen
monofilético de las especies domesticadas a partir de un ancestral comun de
C. frutescens 0 por que Heiser y Pickersgill (1969), postularon cuatro o cinco
progenitores silvestres habrian dado origen a cada una de las especies
domesticadas ¢ cuando Eshbaugh (1980) propuso una linea independiente de

evolucion para el complejo annuum —frutescens —chinense.

Las caracteristicas cualitativas presentaron amplio rango de variacion dentro de las
especies C. annuum, C, frutescens y C. chinense: Dentro del género se observo la
tendencia generalizada de presentar color de hipocotilo morado, con tres
excepciones de color blanco para la especie C. pubescens (961), una especie

silvestre de C. annuum (993) y una de C. chinense (955) y 7 introducciones con
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color verde en C. annuum (2, 13, 132, 150, 184, 184y, 18mc). Para color de la hoja
cotiledonal se presentan cuatro colores de los cuales tres son verdes y uno morado:
verde claro, verde, verde oscuro, Unicamente tres introducciones presentaron hoja
cotiledonal morado (43, 72 y 147y) y corresponden a plantas con fruto morado en
estado intermedio. Los colores morados en plantas y en fruto son indicativos de
presencia de antocioaninas. Las antocianinas son catalogadas como agentes
nutracéuticos, Varios trabajos reportan sus efectos benéficos al prevenir la
proliferacion de células cancerigenas, proteccién contra enfermedades del corazén
y prevencion del dafio de lipidos en alimentos. Actualmente se estan realizando
estudios en Capsicum para caracterizar las antocianinas y analizar su expresion
(CINVESTAV lrapuato-México, 2007).

Color de hoja madura son tres categorias con tres tonalidades del verde, siendo
comun el color verde de la planta. Dar una tonalidad de verde para cualquier
introduccién en condiciones de campo se debe tener en cuenta la sanidad de la
planta, la luz, y la edad de la hoja. Cuando un descriptor es subjetivo al evaluador

pierde veracidad y soporte estadistico.

Los tres tipos de forma de la hoja madura: deltoide, oval y lanceolada se
presentaron en el género indistintamente. La pubescencia en la hoja: escasa,
intermedia y densa; hay mayor cantidad dentro del género a ser escasa, pero si se
suma las intermedias y densas la proporcion es igual. Smith and Heiser (1951)
dicen que para C. frutescens tiende a ser escasa y para C. annuum tiende a ser

pubescente.

Color de la corola, se presentd flores blancas, verdosas y moradas. Las flores
moradas se presentaron en las introducciones con frutos morados en C. frutescens
y una tendencia de la flor blanca en C. annuum para las introducciones con frutos

grandes. La caracteristica de color de corola fue estudiada por Smith y Heiser
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(1951) en la determinacién de especie, los autores plantean que en C. frutescens

las flores son amarillo verdosas; para C. annuum son blancas y/o moradas.

Cuadro 16 Descriptores cualitativos y su estado en 128 introducciones de Capsicum sp

Descriptor Categoria C. annuum C. baccatum C.chine nse C. frutescens  C.pubescens
Color hipdcotilo (1) Blanco 1 1 - 1
(2) Verde 7 - - - -
(3) Morado 43 1 25 49 -
Color hoja cotiledonal (1) Verde 5 - 8 1 1
(2) Verde claro 45 1 16 45 -
(3) Verde oscuro 1 - 1 1 -
(6) Morado 1 2 -
Color hoja madura (2) Verde claro 16 1 3 21 -
(3) Verde 11 - 18 18 -
(4) Verde oscuro 24 - 5 10 1
Forma hoja madura (1) Deltoide 20 1 19 12 1
(2) Oval 18 - 6 25 -
(3) Lanceolada 13 - 1 12 -
Pubescencia hoja (3) Escasa 30 - 9 22 -
madura (5) Intermedia 18 1 9 21 1
(7) Densa 3 - 8 6 -
Color corola (1) Blanco 24 - 1 2 -
(2) Amarrillo claro 9 1 12 4 -
(4) Amarillo verdoso 18 - 13 40 -
(8) Morado 1 - - 3 1
Color antera (2) Amarilla 2 1 1 1 -
(5) Morada 49 - 25 48 1
Mancha corola (2) Amarillo 3 1 -
(5) Morado - - 3 -
(6) Ausente 48 - 26 46 1
Exsercion estigma (3) Inserto 1 1 1 - -
(5) A nivel 1 - 13 - 1
(7) Exserto 49 - 12 49 -
Posicién flor (3) Pendiente 17 - 5
(5) Intermedia 6 - 3 1 -
(7) Erecta 25 1 18 48 1
Habito (3) Postrado 9 - 1 - -
Crecimiento (5) Intermedio 15 1 7 7 1
(7) Erecto 27 - 18 42 -
Forma fruto (1) Elongado 10 1 - 30 -
(2) Redondo 15 - 7 7 1
(3) Triangular 20 - 18 11 -
(4) Acampanulado 2 - 1 1 -
(5) Conico 4 - - - -
Cuello fruto (1) Presente 4 - 16 5 -
(2) Ausente 47 1 10 42 1
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Continuacién Cuadro 16

Descriptor Categoria C. annuum C. baccatum C.chine nse C. frutescens  C.pubescens
Apice fruto (1) Puntado 23 1 20 36 -
(2) Romo 19 - 13 1
(3) Hundido - - -
(4) Hundido y - - - -
puntudo
Union pedicelo (1) Agudo 5 - 15 21 -
(2) Obtuso 24 1 15 -
(3) Truncado 17 - 13 1
(4) Cordado - - - -
(5) Lobulado 5 - - - -
epidermis fruto (3) Lisa 29 - 3 23 -
(5) Semirrugosa 11 1 17 17 -
(7) Rugosa 11 - 6 9 1
Constriccién caliz (1) Presente - - - - -
fruto (2) Ausente 51 1 26 49 1
Color fruto (2) Amarillo - 1
inmaduro (3) Verde 16 - -
(4) Anaranjado 21 - 19 33 -
(5) Morado 14 1 1 5 -
Color fruto (2) Amarillo - - 1 - -
maduro (4) Amarillo café - - - - 1
(6) Naranja - - 3 -
(7) Rojo claro - 1 17 -
(8) Rojo 30 1 24 25 -
(9) Rojo oscuro 8 - - 4 -
(10) Morado - - - -
Color semilla (1) Amarillo 51 1 26 49 -
(3) oscura - - - - 1
Numero de (1) Menos 20 10 - 13 1
semillas (2) 20 - 50 18 - 7 30 -
(3) Méas 50 23 1 18 6 -
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Color de la antera, se presentdé morada para todas las especies a excepcién en C.
baccatum (26) que es amarilla. Mancha en la corola; la tendencia es no tener
mancha, la especie C. baccatum si la posee y es la caracteristica tipica de esta
especie. Las manchas moradas en la corola se presentaron en una introduccion

silvestre de C. annuum de flor pequeiia (980).

Exsercion del estigma; la tendencia del género es ser exserto, es decir el estigma
sobresale a nivel de altura de los estambres. Esta caracteristica no indicé
problemas de autopolinizacion cuando se realiz6 aumentos de semilla. En las
especies con fruto grande el estigma esta a nivel o inserto dando indicios de

domesticacion.

Posicion de la flor; en C. frutescens las flores fueron erectas y en C. annuum y C.

chinense la posicién de las flores fueron entre intermedia o pendientes.

Habito de crecimiento; hay una tendencia de la planta a ser erecta, pero se
encuentran especies postradas y estas corresponden a introducciones con frutos
pesados; la caracteristica postrada es indeseable por que la planta sufre dafio al
estar en contacto con el suelo. Smith y Heiser (1951) dicen para C. frutescens las
plantas tienden a ser erecta y perennes y para C. annuum tienden a ser bajas y

anuales.

Forma del fruto; la tendencia es a formar frutos triangulares y elongados, sin
embargo las especies de fruto pequeiio tienden a ser redondas y los comerciales a
ser conicos. Smith y Heiser (1951, 1957) y Hunziker (1950) dicen que dentro de
cada especie se encuentran diversas formas de los frutos. Base en el cuello,
significa poseer cintura al inicio del fruto ya formado, este rasgo es comun en los
frutos elongados y triangulares, siendo la tendencia a estar ausente. Forma de

apice del fruto; la tendencia es a ser puntudo o romo.
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Forma del fruto en la unién con el pedicelo posee cinco categorias: agudo, obtuso,
truncado, cordado y lobulado donde las dos primeras son similares y es en estas
dos categorias donde se ubican la mayoria de los frutos, a medida que el fruto es
mas ancho se acerca al truncado y cordado, los frutos comerciales son lobulados.
Tipo de epidermis del fruto: las tres categorias se presentan en similar proporcion

dentro del género, pero es frecuente en los frutos pequefios ser lisos.

Constriccion anular del caliz: esta caracteristica es propia de la especie
C. chinense, y esta ausente en las otras cuatro especies. Color de fruto inmaduro;
es normal que los frutos en Capsicum inicien con una coloracion verde, antes de
alcanzar la coloracién final se puede apreciar en algunas introducciones colores
como el amarillo en especies de C. frutescens (16, 233, 317, 351, 977, 981),
C. chinense (85 y 631) y C. pubescens (961). Los frutos silvestres del Valle del
Cauca (980, 987, 988, 994, 999) son morados. Color del fruto en estado maduro:
Los frutos del género Capsicum estudiados maduran a tonalidades del rojo solo una
introduccién de C. chinense (24) y C. pubescens (961) maduran con tonalidades del
amarillo y las introducciones silvestres del valle del cauca los frutos maduran con

tonalidades del naranja. La introduccion (41) del Brasil madura morado.

Color de la semilla: el género posee normalmente semilla amarilla, en varias
tonalidades desde el claro hasta oscuro; pero la especie C. pubescens el color de
semilla es negra que es el rasgo con el cual se diferencia ésta especie de las otras.
Cantidad de semilla: el género tiende a poseer suficiente semilla, sobre todo en los

frutos pequenios.

En conclusion, se presento variacion morfolégica en las caracteristicas cualitativas
de las especies C. annuum, C. frutescens y C. chinense. Compartir rasgos
morfolégicos entre las tres especies dificultad la clasificacion taxondmica. Los
resultados de Garcia (2007) y Palacios (2007) y SINCHI confirman ésta variabilidad

intra especifica. Como consecuencia de la descripcion morfolégica se podria
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suponer que las tres taxas constituyen un mismo grupo. Los estudios de Gémez

(2001) incluyen a la especie C. baccatum dentro de este gran grupo.

La especiacion se puede dar por diferenciacion geografica pero, las tres especies
C. annuum, C. frutescens y C. chinense comparten ambientes geograficos con
condiciones climaticas similares lo que permite suponer que la hibridacion entre las

especies sea la causa para compartir caracteristicas entre ella.

Agrupamiento

El fenograma cualitativo, construido a partir de la matriz de similitudes con el
coeficiente de DICE, se formaron 7 grupos a nivel de 0.55 (Figura 3). El nivel
minimo de similitud entre los materiales fue del orden del 39% lo que demuestra un
bajo nivel de polimorfismo entre los individuos. Los agrupamientos permitieron
reunir introducciones que compartieron ciertos rasgos, principalmente
caracteristicas asociadas con el fruto porgue la seleccién a través del proceso de
domesticacion de la especie enfatizo hacia éste organo. Se formaron aglomerados
con materiales provenientes de una misma area geografica (grupo 2 y 6) grupo con
rasgos silvestres muy ligados a sus ancestros por la rusticidad de las plantas (grupo
2) agrupamiento de materiales con caracteristicas comerciales al tipo pimentén o
jalapefio (grupo 4) rasgos similares a la variedad Cayenne dentro del grupo
comercial (grupo 3) o sino similares al habanero (grupo 5) también se forman
aglomerados con caracteristicas morfologicas diversas prevaleciendo el tipo
tabasco (grupo 7) y materiales Unicos que no se agrupan (grupo 1). En el anexo 2
y 3 se describe las caracteristicas cualitativas y cuantitativas para cada

introduccion.

Grupo 1 formada por la introduccion 24 de C- chinense, se caracteriza por que el

fruto maduro es de color amarillo, la planta es de habito de crecimiento erecto, la
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corola es de color blanco cremosa y crecen 2 flores por exila. Es una de las

variedades que resulto resistente a potyvirus PepDMV.

Grupo 2 Formado por 9 introducciones de las especies C. annuum (5), C.
frutescens (3) y la Unica especie de C. pubescens que se desarrollo bajo las
condiciones climaticas de CEUNP. Los frutos son pequefios de bajo peso y con
altos contenidos de pungencia. Las plantas son erectas, las flores pequefias con
pedicelos erectos, la corola es de color blanco y algunas introducciones presentan

manchas moradas o son totalmente moradas.

Grupo 3 Formado por 4 introducciones de C. annuum (3) y C. baccatum (1), en
este grupo se ubico la variedad comercial cayenne y la Unica especie de C.
baccatum. Los frutos se caracterizan por ser largos y con bajos contenidos de
capsaicina; el promedio del grupo fue de 0.01 mg/g. ElI grupo comparte
caracteristicas vegetativas similares; la forma de las hojas maduras son oval y de
color verde claro, el habito de crecimiento es postrado, las flores son grandes, de

color blancas o cremas y el pedicelo es pendiente.

Grupo 4 Formado por 24 introducciones de C. annuum (20), C. chinense (2) y C.
frutescens (2) se caracteriza por que los frutos son triangulares y pesados, las
flores son blancas, el estigma exserto, el pedunculo pendiente. Los frutos pesan
aproximadamente 21 g. y un contenido promedio de capsicum de 0.2 mg/g. El
mayor contenido de capsaicina en este grupo lo reporta la introduccion 202 con
1.46 mg/g.

Grupo 5 Formado por 9 introducciones de C. chinense (9) y C. annuum (3). Se
caracterizé por poseer frutos que tienden a ser circulares y cénicos de ahi que el
cuello en la base del fruto sea cordado o lobulado. El peso promedio de los frutos

es de 1.5 g y los contenidos de capsaicina son bajos (0.1 mg/g). En este grupo se
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encuentra la variedad comercial habanero con el mayor contenido de capsaicina de

0.8 mg/g.

Grupo 6 Formado por 14 introducciones de C. chinense, las cuales fueron las
variedades comerciales del Departamento de Cérdoba. El peso promedio de los
frutos es de 7 g con sin contenido de capsaicina, los frutos maduran rojo, la forma

es triangular.

Grupo 7 formado por 67 introducciones de las especies C. annuum, C. frutescens y
C. chinense en cantidades de 20:44:3 individuos respectivamente. El habito de
crecimiento es preferiblemente erecto (62) e intermedio (5). La forma del fruto es
alongado y/o triangular con 15 introducciones que tienden a ser circulares. El cuello
en la base del fruto fluctia entre agudo y obtuso. Y los frutos maduran a
tonalidades del rojo y solo 5 introducciones pequefias maduran color naranja. El
peso de los frutos fluctia entre 0.2 g hasta 8 g. En este grupo se encuentran
introducciones con los mas altos contenidos de capsaicina, con un promedio de 0.9
mg/g. se aglomeran las introducciones con caracteristicas similares al tipo tabasco

material que representa al género de forma mundial.

El agrupamiento por caracteristicas de fruto es de importancia agricola. Por
ejemplo, la pungencia se utiliza como criterio de seleccién en los materiales por los
diferentes usos en la alimentacion y la industria. Las comidas exigen cierto picor y
sabor, los consumidores utilizan diferentes clases de pimientos con bajo, medio y
alta pungencia. La industria usa al género Capsicum como pigmento natural en la
industria textil o0 como colorante en la industria pecuaria. Los aceites que almacena
el fruto estan siendo estudiados para hacer parte organica en el procesamiento de

alimentos y en la produccion de farmacos.
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Descriptores cuantitativos

La evaluacion de 20 descriptores cuantitativos mostro variabilidad para cada una de
las caracteristicas (Cuadro 17). Las caracteristicas mas variables fueron contenido
de capsaicina y peso de fruto. Las caracteristicas asociadas a fruto presentaron
variabilidad: ancho de fruto, longitud de fruto y espesor de la pared del fruto. Las
producciones por planta y la cantidad de frutos también presentaron diferencias
entre las introducciones. Dentro del germoplasma se detectaron caracteristicas
poco variables, tienden a cierto grado de homogeneidad dentro del género: ancho y
largo de la hoja cotiledonal, nimero de pétalos, longitud del estambre, longitud de

la corola, dias a floracion, dias a fructificacion y longitud del pedunculo.

El analisis de componentes principales agrupé la variabilidad observada en cinco
variables sintéticas: contenido de capsaicina, caracteristicas asociadas al
rendimiento, caracteristicas asociadas a fruto, flores y planta (Cuadro 18). Los
resultados obtenidos fueron similares a otros trabajos de caracterizacion donde la
variabilidad del género se atribuyo a caracteristicas asociadas con el fruto (Garcia,
2007; Palacio, 2007; Pardey, 2006; SINCHI, 2005; Gomez, 2001; Correa, 1997).
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Cuadro 17 Descriptores cuantitativos para 128 introducciones de Capsicum del
Banco de Germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira.

variable media Desviacion Varianza Coeficiente
estandar variacion
Capsaicina (mg/g aji) 0.55 0.84 0.71 153.19
Rendimiento (g) 125.61 83.26 6933.78 66.28
Cantidad de frutos 44.43 27.58 760.81 62.07
Peso de un fruto (g) 6.74 11.64 135.69 172.64
Hoja cotiledonal ancho (mm) 7.52 1.59 2.55 21.22
Hoja cotiledonal largo (cm) 20.20 5.03 25.34 24.91
Hoja madura ancho (cm) 6.15 1.89 3.60 30.84
Hoja madura largo (cm) 11.40 3.20 10.27 28.10
Numero de pétalos 5.32 0.53 0.28 10.02
Longitud de antera (mm) 4.43 0.73 0.54 16.67
Longitud de corola (mm) 9.20 2.11 4.49 23.03
Dias a floracion 85.01 14.95 223.79 17.59
Dias a fructificacién 91.18 16.06 258.12 17.61
Altura (cm) 51.23 19.01 361.67 37.12
Flores por axila 1.60 0.52 0.27 32.62
Cantidad de l6bulos 2.32 0.62 0.39 27.01
Espesor de pared de fruto (mm) 1.65 1.17 1.38 71.07
Longitud de fruto (cm) 4.64 2.59 6.73 55.90
Ancho de fruto (cm) 1.81 1.03 1.06 57.04
Longitud de pedudnculo (cm) 2.99 0.64 0.41 21.52

El analisis de componentes principales no incluyo las variables: ancho de la hoja
cotiledonal, largo de la hoja cotiledonal, nimero de pétalos, longitud del estambre,

longitud de la corola, dias a floracion, dias a fructificacion y longitud del pedunculo.

Cuadro 18 Variabilidad explicada por las principales variables sintéticas en 128
introducciones de Capsicum del banco de germoplasma de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Palmira.

Component Variable Valores Varianza Varianza
e sintética propios absoluta acumulada
1 Capsaicina 3.15 0.26 0.26
2 Rendimiento 2.43 0.20 0.46
3 Fruto 1.74 0.14 0.60
4 Flores 1.09 0.09 0.70
5 Planta 1.01 0.08 0.78
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Smith and Heiser (1951, 1957) describieron caracteristicas tipicas para las
especies: C. annuum posee el pedicelo largo y unitario, en cambio en C. frutescens
es corto y crecen por pares, la planta tienden a ser altas y en C. annuum tienden a
ser bajas. En C. annuum las plantas son anuales, el periodo de crecimiento es corto
con respecto a C. frutescens que es perenne. Méndez (2003) estudié la precocidad
en C. annuum, C chinense y C. baccatum y encontro diferencias en las fechas de

cosecha y la variabilidad la atribuy6 a la adaptacion de los materiales al ambiente.

Sobre la matriz de correlacion se distinguen asociaciones de interés agricola
(Cuadro 19). Se encontré correlacion entre contenido de capsaicina con peso de
fruto, numero de frutos y produccién por planta. Altos contenidos de capsaicina se
asocian con bajas producciones. Altas producciones con bajo numero de frutos y
muchos frutos con bajo peso de fruto. Floraciones tempranas se asocio con frutos
grandes. La produccidon se asocio con longitud de hoja cotiledonal, Esta dltima
asociacion es importante por que permite hacer seleccién en estado temprano en
poblaciones segregantes. En el Cuadro 19 se muestran las asociaciones entre las
20 variables, se distinguen asociaciones desde estado de plantula que se proyecta

a la parte vegetativa y estas a su vez conducen a la floracion y fructificacion.

Conocer la asociacion entre caracteristicas es (til en los programas de
mejoramiento para hacer seleccion indirecta. Un ejemplo es reducir el tiempo para
crear materiales rendidores seleccionando en estado temprano sobre
caracteristicas que estén asociadas. Aliyu et al. (1991) reportaron asociacion
positiva entre rendimiento de fruto, numero de frutos y altura de planta sobre
accesiones de C. frutescens. También, Shifriss et al. (1989) y Zewdie y Zeven
(1997) reportaron correlacion positiva entre peso de fruto, longitud de fruto y ancho

de fruto en C. annuum.
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Cuadro 19 Correlacion entre 20 descriptores del género Capsicum

cap rto #r Gr.fr hca hcl Hma hml itpet lant Igor d fl dfr alt Flla #lob espfr Lfr Afr ed

cap 1 -0.42 0.33 -0.26 -0.05 -0.12 -0.07 -.092 0.10 0.12 0.12 0.22 -0.22 -0.02 -0.10 0.03 0.02 0.13 0.01 -0.23
<.0001 .0006 0.006 0.560 0.226 0.463 0.361 0.278 0.205 0.207 0.024 0.027 0.781 0.305 0.740 0.825 0.190 0.88 0.018
rto 1 -0.62 0.78 0.10 0.34 0.09 0.24 -0.11 -0.01 -0.16 0.35 0.34 0.24 0.123 -0.15 -0.01 -0.03 0.09 -0.043
<.0001 <.0001 0.280 <.0005 0.372 0.013 0.261 0.395 0.11 0.0003 0.0005 0.013 0.221 0.131 0.888 0.719 0.344 0.669
#r 1 -0.49 -0.06 -0.30 -0.17 -0.22 -0.11 0.05 -0.01 -0.15 -0.14 -0.19 -0.05 -0.12 -0.05 -0.04 -0.05 -0.07
<.0001 0.52 0.002 0.078 0.026 0.242 0.598 0.887 0.124 0.140 0.056 0.621 0.226 0.591 0.662 0.592 0.462
Gr.fr 1 0.24 0.32 -0.08 0.15 -0.02 0.01 -0.05 0.21 0.23 0.30 -0.01 0.06 0.009 0.03 0.12 -0.05
0.015 0.001 0.39 0.135 0.789 0.91 0.584 0.030 0.021 0.002 0.850 0.546 0.928 0.752 0.224 0.608
hca 1 0.67 -0.20 0.19 0.01 0.15 0.18 -0.09 -0.08 0.07 0.06 -.005 0.11 0.20 0.22 -0.21
<.0001 0.042 0.049 0.857 0.131 0.063 0.344 0.388 0.431 0.529 0.953 0.241 0.043 0.021 0.034
hcl 1 -0.19 0.34 -0.04 0.14 0.26 -0.08 -0.09 0.27 0.09 0.05 0.15 0.29 0.30 -0.14
0.050 0.0004 0.650 0.163 0.007 0.407 0.353 0.005 0.354 0.611 0.124 0.003 0.001 0.148
hma 1 0.05 0.02 -0.15 -0.26 0.11 0.10 -0.01 -0.06 0.05 -0.07 -0.14 -0.19 0.03
0.608 0.814 0.135 0.008 0.253 0.278 0.861 0.545 0.611 0.475 0.154 0.056 0.698
hml 1 -0.05 0.28 0.22 0.15 0.14 0.35 0.15 0.03 0.06 0.22 0.16 -0.05
0.598 0.003 0.025 0.118 0.150 0.0003 0.129 0.756 0.498 0.027 0.104 0.557
#pet 1 0.12 0.36 -0.06 -0.04 -0.31 -0.20 0.16 0.18 0.36 0.29 -0.07
0.219 0.0002 0.513 0.669 0.001 0.036 0.09 0.064 0.0002 0.002 0.437
lant 1 0.45 -0.16 -0.16 0.20 -0.02 0.02 0.08 0.34 0.18 0.13
<.0001 0.101 0.092 0.040 0.834 0.786 0.379 0.0005 0.059 0.176
Icor 1 -0.41 -0.39 -0.02 -0.16 0.10 0.41 0.68 0.56 -0.21
<.0001 <.0001 0.817 0.095 0.291 <.0001 <.0001 <.0001 0.030
dfl 1 0.99 -0.11 0.06 -0.18 -0.26 -0.39 -0.30 0.01
<.0001 0.243 0.517 0.068 0.008 <.0001 0.002 0.869
dfr 1 -0.14 0.03 -0.01 -0.25 -0.40 -0.29 0.005
0.162 0.714 0.052 0.009 <.0001 0.002 0.960
alt 1 0.06 -.09 -23 0.007 -0.16 0.09
0.497 0.33 0.01 0.94 0.101 0.358
Fl/a 1 -0.04 0.10 0.23 -.007 -.003
0.65 0.30 0.018 0.942 0.97
#lob 1 0.18 0.36 0.32 0.07
0.05 0.0002 0.001 0.46
espfr 1 0.44 0.62 -0.13
<.0001 <.0001 0.182
Ifr 1 0.61 -0.10
<.0001 0.308
afr 1 -0.15
0.118

ped 1
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Relaciones genéticas

El analisis discriminante con 40 caracteristicas (Cuadro 20) encontré menor
distanciamiento genético entre las especies de C. annuum, C. frutescens y
C. chinense. Estas tres especies se separan de C. baccatum y de C. pubescens;
principalmente hacia C. pubescens por que es una especie que crece en tierras
altas donde las condiciones climaticas difieren de las altitudes bajas. C. pubescens
se distribuye por la region media de la cordillera de los Andes. C. baccatum tiene

amplia distribucion por las tierras bajas de sur América.

Las diferencias que se presentan entre las cinco especies son a causa del
crecimiento y desarrollo de las plantas en ciertas condiciones climaticas. El
germoplasma de las plantas domesticadas es continuamente perturbado por el
ambiente, la presion de seleccion y la biologia (Harlan, 1992). La taxonomia
tradicional se presenta entre formas muy cercanas relacionadas que tenden a la
sobre clasificacion. se basa en caracteristicas controladas por uno o pocos genes
que tienen poco significado biolégico (Harlan y Wet 1971).

De las 40 caracteristicas estudiadas solo 5 mostraron identidad de especie: color
de hipocotilo, exencion del estigma para C. frutescens; constriccion anular del caliz
para C. chinense; Mancha en la corola para C. baccatum; Semilla negra para
C. pubescens. el resto de descriptores fueron compartidas por las especies; por lo

cual el distanciamiento genético dado de manera estadistica fue bajo (cuadro 20).

Garcia, (2007) concluyé que las especies de C. annuum, C. frutescens vy
C. chinense conforman un grupo en via de diferenciacion, lo cual lo atribuye a las
distancias filogenéticas entre los grupos y dentro de los grupos basado en la
caracterizacion morfoldgica, isoenzimética y los estudios de cruzabilidad entre

especies silvestres y domesticadas.
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Cuadro 20 Distancia genética cuadrada entre especies de Capsicum con base a
caracteristicas cualitativas.

De especie C.annuum C. frutescens C. chinense C. baccatum C. pubescens

C. annuum 1.6 2.5 6.7 12.1 95.5
C. frutescens 2.1 5.9 14.0 89.3
C. chinense 3.2 13.5 115.6
C. baccatum 9.7 126.3
C 9.7
.pubescens

5.2 EVALUACION MORFOAGRONOMICA EN CAPSICUM

5.2.1 Rendimiento

Cuadro 21 Analisis de varianza para las variables produccion por planta, peso de
fruto, nimero de frutos por planta en Capsicum.

Fuentes de Produccion Peso de Numero de frutos
variacion* (9) fruto (g)

al CM CM CM
Grupo 9 1650.95ns 4.77ns 875.31*
Repeticion 2 15981.59* 3.49ns 2960.47**
Introduccion 99 16657.08*  311.47** 2632.43**
error 189 2669,37 3,93 536,8

El analisis de varianza mostrd diferencias significativas entre las introducciones
para las variables produccién, peso y numero de frutos por planta (Cuadro 21). La
produccion y el namero de frutos por planta cambié entre repeticiones, esto
demuestra que estas caracteristicas son influenciada por el suelo, el ambiente y el
manejo agronomico. El peso de los frutos fue constante entre las repeticiones,

significa que este rasgo es estable en el genotipo de la planta.
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En C. annuum, C. frutescens y C. chinense, la produccién present6 variabilidad
entre las especies y dentro de las especies. El rendimiento esta determinado por el
periodo de productividad del genotipo (Méndez, 2003). El rendimiento es gobernado
por muchos genes y es fuertemente influenciado por el ambiente (Correa, 1997). El
namero de frutos por planta de igual manera varié dentro de las especies, en C
annuum y C. chinense el promedio del numero de frutos por planta fue similar y se
duplico en C. frutescens (Cuadro 22). Las introducciones con pocos frutos
correspondieron a tamafio grande y son materiales domesticados. La seleccion por
parte de los agricultores e investigadores favorecen los frutos grandes por que son
faciles de cosechar y procesar. Los frutos silvestres son pequefios, en mayor
cantidad y no dehicentes.

Cuadro 22 Estadistica descriptiva para las variables peso de fruto, nimero de
frutos por planta y produccion por planta en Capsicum.

variable Media varianza Desv Coef. minimo maximo

estdndar  Variacion

bloque 5.5 8.28 2.87 52.33 1 10
grupo 2 0.6 0.81 40.89 1 3
tratamiento 50 836.03 28.91 57.25 1 100
Peso Fruto 6.41 111.45 10.55 164.18 0.1 82.1
C.annuum 9.83 209.07 14.45 147.06 0.18 78.95
C.chinense 6.04 12.66 3.55 58.90 0.78 17.74
C. frutescens 1.88 2.80 1.67 89.00 0.24 8.81
Produccion 119.18 7501.33 86.61 72.66 6.73 508.40
C.annuum  137.80 8611.17 92.79 67.33 13.57 403.30
C.chinense  142.86 2110.55 45.94 32.15 33.65 210.77
C. frutescens 78.73 1721.01 41.48 52.68 1.77 191.78
frutos/planta 45.10 1286.97 35.87 79.52 4.07 217.6
C.annuum  38.59 993.46 31.51 81.67 5.33 156.13
C.chinense  33.07 187.90 13.70 41.44 7.18 70.81
C. frutescens  62.22 826.46 28.74 46.19 5.20 121.01
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La produccion en gramos para cada introduccion distribuida en cuatro cuadrantes
con base a la media de la produccién igual a 119.18 g y la media de la varianza de
la produccion igual a 2756.7 (grafico 4). En los cuadrantes inferiores 1 y 2 se
ubicaron 53 introducciones que presentaron bajo rendimiento con respecto al
promedio general. En el cuadrante 1 se ubicaron 46 introducciones con baja
variabilidad y en el cuadrante 2 con 7 introducciones con alta variabilidad en la
produccion. En los cuadrantes inferiores se ubicaron las introducciones silvestres
de C. annuum y C. frutescens; también se ubicé la variedad comercial aji Tabasco y
otras introducciones muy similares en su forma y tamafio. En los cuadrantes
superiores 3 y 4 se ubicaron 47 introducciones de alto rendimiento. En el cuadrante
3 se ubicaron 25 introducciones estables para el rendimiento, cuyas formas
predominantes son el tipo jalapefio. En el cuadrante 4 se ubicaron 22
introducciones inestables para alto rendimiento, entre éstas introducciones se
ubicaron las comerciales chinense procedentes de la Costa Atlantico, la variedad

comercial Cayenne y otras comerciales tipo pimentones dulces.
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Grafico 4 Relacion entre el rendimiento y la varianza del rendimiento en 100
introducciones de Capsicum.
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El rendimiento es una caracteristica altamente influenciada por el ambiente, la
heredabilidad es baja y esta asociada de manera directa e indirecta con otros
rasgos de interés como son el nimero de frutos, peso de los frutos. Hacer seleccion
a esta caracter se debe iniciar desde las primeras generaciones filiares. El disefio
genético a seguir difiere segun el origen de las poblaciones formadas. En el caso
de la variedad comercial aji cayenne muestra alto potencial de rendimiento, pero la
variabilidad al interior del material sugiere hacer seleccién dentro de las lineas para
elevar los rendimientos. La variedad tabasco que se comercializa mundialmente
presenta rendimientos por debajo del promedio, es necesario incrementar estos
rendimientos ya sea realizando cruzamientos o buscando otros materiales similares
a el con mayor potencial de rendimiento. El Habanero, presento bajos rendimientos,
pero tiene potencial para aumentarlo. Se sugiere a los materiales comerciales hacer

mantenimiento de lineas.

La siembra de semilla no certificada produce detrimento de la variedad, los
rendimientos se reducen porque se produce polinizaciones entre plantas que
afloran la aparicion de genes indeseables que se encuentran en baja frecuencia. Es
frecuente entre los cultivadores de aji dejar una parte de la siembra para semilla,
los agricultores afirman dejar el mejor lote, pero esto no es cierto los problemas
fitosanitarios se presentan, se recomienda sembrar semilla certificada. Los lotes de
produccion de semilla comercial manejan condiciones que garantizan la pureza

genética de las variedades y sanidad de las plantas.

El diagrama de dispersion para peso promedio de los frutos (Grafico 5). El plano
quedo dividido en cuatro cuadrantes con respecto a la media igual a 6.16 g y la
varianza igual a 0.59. En los cuadrantes inferiores se ubicaron 73 introducciones
con pesos por debajo del promedio y las 27 introducciones restantes en los
cuadrantes superiores. En el cuadrante 1 con 59 introducciones con baja

variabilidad para peso, entre estas introducciones se ubicaron las silvestres de C.
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annuum y C. frutescens, la variedad Tabasco y Habanero. En el cuadrante 2 con 14
introducciones variables para bajo peso. En el cuadrante 3 se ubicaron 7
introducciones tipo jalapefio y unas comerciales procedentes de la Costa Atlantica.
El resto de variedades comerciales tipo pimentones dulces en el cuadrante 4. La
ubicacion mayoritaria de las introducciones en el cuadrante 1 significa que el peso
es una caracteristica estable en el genotipo. La posicién de introducciones con
frutos grandes en el cuadrante 4 indica que la variabilidad del peso se presenta en
frutos de gran tamafo, el ambiente influencia en el desarrollo de los frutos grandes,
posiblemente porque la planta esta expuesta a factores bioticos y abibticos que la

afectan.

Peso (g)

# Cayenne

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Varianza del peso

Grafico 5 Relaciéon entre el peso de fruto y la varianza de peso de fruto en 100
introducciones de Capsicum.

La herencia para tamafio es controlada por pocos genes. Existe la creencia los
frutos pequefios corresponde a aji picantes. Los resultados de la correlacién entre
ancho de fruto y contenido de capsaicina asi lo confirmaron (Cuadro 19). La
industria procesadora de aji no trabaja con frutos tan pequefios como los silvestres
es necesario incorporar la pungencia hacia materiales grandes y asi aumentar los

rendimientos para esta caracteristica.
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El diagrama de dispersion para cantidad de fruto promedio por planta (Gréfico 6). El
plano quedo dividido en cuatro cuadrantes donde se distinguen las introducciones
con bajos y altas cantidades de frutos por planta y la estabilidad del rasgo
expresada por debajo o por encima de la varianza promedia. 45 frutos/planta fue la
media general y 576.3 la varianza promedia. En el cuadrante 1y 2 se ubicaron 64
introducciones con menor cantidad de frutos por planta; correspondieron a las
introducciones de tamafo grande de fruto y las variedades comerciales tipo
pimentones dulces y los tipo jalapefios. En el cuadrante 2 se ubicaron 4
introducciones entre los cuales se ubicé la variedad Cayenne. En los cuadrantes 3
y 4 se ubicaron 36 introducciones cuyos tamafos tienden a ser menores y por lo
tanto la cantidad de frutos en la planta es mayor. Las especies silvestres se
ubicaron en el cuadrantes 4 donde la produccion es dispersa a lo largo del tiempo,
rasgo tipico de las silvestres donde la produccidén no se concentra en un periodo de
tiempo corto, esto demuestra que hay variabilidad en la produccién de frutos al
interior de esta variedad comercial, es necesario depurar para mejorar los
rendimientos. Para la variedad comercial Habanero es necesario hacer un manejo
agronomico para estabilizar la produccién y mantener fijo los altos rendimientos.
Para Tabasco, variedad principal para exportacion mostr6 comportamiento estable
en la produccion de frutos, pero se distingue en estas evaluaciones materiales
mejores que ella lo cual es necesario seleccionar y estudiar para lanzar al mercado
y competir con las caracteristicas organolépticas que posee como son el color,

sabor y pungencia
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Grafico 6 Relacion entre el niumero de frutos por planta y la varianza de niamero de
frutos por planta en 100 introducciones de Capsicum.

La cantidad de frutos que da un material esta determinada por la produccién de
flores. Las enfermedades apicales disminuyen o anulan la floracion, las altas
temperaturas causan aborto floral. Cada genotipo posee condiciones climaticas
Optimas para su normal desarrollo, es indispensable identificar el potencial de

produccion del material para aumentar la produccion.

El futuro que posee el cultivo del aji en Colombia exige desarrollar tecnologia que
incremente los rendimientos en funcion del tamafo, cantidad y peso Optimo que
cada genotipo posee, esto se logra con practicas de manejo del cultivo que incluya
control enfermedades, plagas, fertilizacion, distancias de siembra etc. Incrementar
los rendimientos y ser competitivos con los mercados internacionales exige

desarrollar un Programa de Manejo Integrado del Cultivo.
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5.2.2 Determinacion del contenido de Capsaicina

El contenido de capsaicina vari6 desde cero hasta 5 mg/g (Grafico 7). El rango
determinado de estas introducciones supero las reportadas por Melgarejo et al,
2004 con 6 introducciones del amazonas donde determiné un maximo de 1.6 mg/g.
Se ha evidenciado que la pungencia es una respuesta afectada por la interaccion
genotipo por ambiente (Gonzales et al, 2002). La pungencia es la caracteristica
propia de los ajies contribuida principalmente por capsaicina, seguido de

dehidrocapsaicina.
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Grafico 7 Contenido de capsaicina asociado a peso de fruto en 128 introducciones
de Capsicum .

Las personas asocian picante con frutos pequefios, la correlacién inversa entre
capsaicina con peso lo confirma. La ubicacién espacial de las 100 introducciones
con los valores de capsaicina asociadas a peso de fruto (Grafico 7) fueron

dispersos con valores extremos como la introduccion 126 recolectada en el Valle
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del Cauca. La apariencia del fruto es similar a tabasco. La pungencia de las
variedades comerciales en orden decreciente fue Tabasco, seguido de Habanero y
Cayenne. Solo cuatro introducciones de C. frutescens superaron a Tabasco: 126y,
357, 997 y 73 cuyos pesos fueron superiores a Tabasco. Las especies de C.
frutescens presentaron altos niveles de capsaicina, seguidas de las silvestres de C.
annuum. EIl grafico 8 muestra la ubicacion de los materiales comerciales con
respecto a las otras introducciones asociando contenido de capsaicina con ancho
de fruto, esta Ultima caracteristica es menos variable con respecto a peso del fruto.
Se visualiza introducciones de buen tamafo con altos contenidos de capsaicina los
cuales los hace interesantes para incrementar los rendimientos de estas sustancias

Gtiles para la industria.
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Grafico 8 Contenido de capsaicina asociado a ancho de fruto en 128 introducciones

de Capsicum
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5.2.3 Evaluacion de presencia en campo de potyvirus , virus del mosaico del

pepino (CMV), geminivirus y virus del Mosaico delt  abaco (TMV)

El lote donde se realizd la caracterizacidon y evaluacion de introducciones de
Capsicum present6 incidencia de virus. ElI TMV fue el virus con mayor incidencia
en campo (doce introducciones), seguido de potyvirus (nueve introducciones). CMV
se presento una vez al igual que Geminivirus. Se presentdé mezclas de virus.

Potyvirus se asocio con CMV y TMV, y Geminivirus con TMV. (Cuadro 23).

Cuadro 23 Evaluacion de germoplasma de Capsicum a virus

Evaluacion de Germoplasma de Capsicum sp
Procedentes del CEUNP (Centro experimental Universidad Nacional de Colombia -
Palmira
Traidas por: Ing. Catherine Pardey (Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira)
Septiembre 26 del 2005
Resultados de laboratorio

ELISA
Potyvirus CMV Geminivirus TMV- aji
Atc. M. de Agdia Atc.m. 10-1D10-1G1- Atc. M. $C1-3F7 Atc. especifico
Introduccion  Absorbencia  Reaccion Absorben(::igz(a:5 Reaccion Absorbencia Reaccion Absorbencia Reaccion
2 0.0540 - 0.020 - 0.0030 - 2.0490 +
16 0.3790 + 0.2020 + 0.0170 - 0.0130 -
19mc 0.0150 - 0.0020 - 0.6460 + 1.0554 +
67 2.1130 + 0.0040 - 0.0125 - 2.9670 +
69 0.0250 - 0.0040 - 0.0260 - 1.0970 +
70 0.0220 - 0.0020 - 0.0190 - 1.6410 +
73 0.0150 - 0.0040 - 0.0020 - 3.0100 +
95y 0.1820 + 0.0010 - 0.0180 - 0.0300 -
244y 0.7640 + 0.0030 - 0.0020 - 0.0180 -
283a 0.8510 + 0.0040 - 0.0170 - 0.0000 -
315 0.0450 - 0.0050 - 0.0040 - 1.9900 +
317 1.2280 + 0.0010 - 0.0050 - 2.3510 +
336y 3.0290 + 0.0010 - 0.0230 - 1.1390 +
615 2.2410 + 0.0030 - 0.0090 - 0.0060 -
631 0.3020 + 0.0000 - 0.0060 - 0.0090 -
655 0.0050 - 0.0040 - 0.0160 - 0.7030 +
707 0.0500 - 0.0060 - 0.0230 - 4.0000 +
981 0.0100 - 0.0000 - 0.0260 - 0.6580 +
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La presencia de los virus en CEUNP no fue homogénea, la incidencia se presenté
en plantas aisladas. Posiblemente la baja presencia de los virus se da por que el
centro experimental se encuentra rodeado de cultivos de cafia de azlucar y potreros
de cria de ganado vacuno y aviar; por lo cual la incidencia de mosca blanca y de

afidos es baja.

La comparacién de los niveles de incidencias en campo se realizd porgue los lotes
comerciales de aji o pimentdn son atacados por virus de forma homogenea
preferiblemente en estados tempranos de desarrollo de la planta (Cuadro 24), si la
incidencia viral se presenta antes de floraciéon los rendimientos se bajan y es
necesario arrancar todo el cultivo para no diseminar la enfermedad. Las
recomendaciones son rotar con otro cultivo para romper el ciclo del insecto. Es
necesario manejar semilleros y sembrar semilla certificada. El problema de virus se

radica sembrando variedades resistentes al virus presente en la zona.

La visita a lotes comerciales de Capsicum en los municipios de Roldadillo y la
Union en el Departamento del Valle del Cauca mostraron dafio por virus (Cuadro
24). El virus que predominé en los lotes fue potyvirus, ajustandose a lo observado
por Morales et al., 2005 quienes aislaron el potyvirus de una finca del municipio de

Yotoco y lo denominaron virus del mosaico deformante del pimentdn PepDMV.
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Cuadro 24 Resultados de las evaluaciones serologicas para muestras recolectadas en dos fincas productoras de aji y
pimenton bajo condiciones comerciales del Valle del Cauca

MUESTRAS DE AJi PIMENTON
Procedentes de Roldadillo y la Unién (Valle del Cauca)
Proyecto: Mejoramiento genético de Capsicum con resistencia a virus
Traidas por : Ing. Catherine Pardey (Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira)
Febrero 27 de 2007

Muestra Material Procedencia Resultados de Laboratorio
geminivirus potyvirus amv MV
Atc. m. 4C1l- [ Atc. m. de
) Atc. M. 4C1-3F7 | Atc. M. 4C1-3F7
3F7 Agdia
Absorb*. Rx | Absorb  Rx [ Absorb  Rx Absorb  Rx
1 Aji variedad Cayenne Finca la gloria- Roldanillo 0.0045 ) 4.0000 (+) |0.0135 () 0.0300 ()
2 Aji variedad Cayenne Finca la gloria- Roldanillo 0.0085 ) 4.0000 (+) [21.0155 (+) 0.0455 ()
3 Aji variedad Cayenne Finca la gloria- Roldanillo 0.0025 O] 4.0000 (+) | 0.0200 () 0.0290 ()
4 Aji variedad Cayenne Finca la gloria- Roldanillo 0.0010 ) 4.0000 (+) |0.0145 () 0.0195 ()
5 Aji variedad Tabasco Finca la gloria- Roldadillo 0.0085 ) 40000 (+) |0.0135 () 0.0225 ()
6 Aji variedad Tabasco Finca la gloria- Roldadillo 0.0105 ) 4.0000 (+) | 0.0025 () 0.0245 ()
7 Aji variedad Tabasco Finca la gloria- Roldadillo 0.0065 ) 4.0000 (+) | 0.0095 () 0.0240 ()
8 Aji variedad Tabasco Finca la gloria- Roldadillo 0.0065 O] 4.0000 (+) |0.0115 () 0.0245 ()
9 Aji variedad Tabasco Finca San Jorge-La Unién 0.0000 O] 4.0000 (+) |0.0230 () 0.0265 ()
10 Aji variedad Tabasco Finca San Jorge-La Unién 0.0030 ) 4.0000 (+) |0.0880 () 0.0145 ()
Control Negativo 0.0155 ) 0.0565  (-) 0.0100 () 0.0310
Control Positivo 2.6525 (+) | 4.0000 (+) |4.0000 (+) 3.5960

67



5.2.4 Evaluacion a PepDMV

La evaluacién resistencia a PepDMV presentd 13
introducciones con plantas con reaccidon negativa. Las
introducciones evaluadas mostraron diversidad de
sintomas (Foto 12), la expresion de susceptibilidad fue

variada, los mosaicos, la deformacion, el enanismo

dependi6é del genotipo. Se observo genotipos altamente  Fotografia 12
Plantas inoculadas en
invernadero,
plantas, otras introducciones mostraron la susceptibilidad expresando sintomas

susceptibles en estados temprano de desarrollo de las

antes de comenzar la floracion. Las pruebas de inmunologia corroboraron la
resistencia a PepDMV. Las pruebas de RNA verificaron la ausencia del virus en la
planta. La banda del virus se ubico aproximadamente a 700 pb y en las plantas

sanas no se presento dicha banda (Fotografia 13).

Las introducciones que mostraron plantas resistentes en la especie C. annuum
fueron la variedad comercial de pimentén Serrano, introduccion 13, 66, 91y, 139.
(Fotografia 14); En la especie C. chinense: introduccion 24 y 631 (Fotografia 15);
C. baccatum, la introduccion 26 (Fotografia 16) y en C. frutescens la introduccion
70, 232cy, 332ay, 293by (Fotografia 17) (Cuadro 25).

Fotografia 13 En la parte superior del gel se
muestra la reaccion a PepDMV en plantas de
Capsicum inoculadas en invernadero. En el carril 1
se ubico el marcador de peso molecular, carril del 2
al 13 muestras de Capsicum, carril 14 testigo blanco;
carril 15 al 17 testigo}] ds-RNA . PepDMV: carril 18
al 20 muestras de ndg interés. En la parte inferior se
muestra la extraccion RNA de planta de las mismas
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f

Fotografia 14 Plantas resistentes a PepDMV de C. annuum (a) Serrano; (b)

Cayenne; (c) introduccion 13 (d) introduccion 66 (e) introduccion 91y; (f) introduccion

Fotografia 15 Plantas resistentes a PepDMV
de C. chinense (a) introduccion 24 (b)

Fotografia 16 Plantas
resistentes a PepDMV de
C. baccatum (a)
introduccion 26

Fotografia 17 Plantas
resistentes de C.
frutescens (a)
introduccion 70; (b)
introduccion 232cy (c)



Cuadro 25

Introducciones que no mostraron sintomas a PepDMV ni reaccion positiva por
la técnica de ELISA y RT-PCR.

Introducci6  Especie Incidencia Mosaico Deformacion Enanismo  Serologia
n

13 C. annuum - 0/5 1 1 1 )
24 C. chinense - 0/6 1 1 1 )
26 C. baccatum - 0/6 1 1 1 O]
66 C. annuum + 219 3 2 1 )
70 C. frutescens - 0/6 1 1 1 O]
91y C. annuum + 517 3 2 1 )
139y C. annuum + 1/7 3 2 1 O]
232cy C. frutescens  + 3/4 3 2 2 )
332ay C. frutescens  + 8/9 3 3 1 )
293by C. frutescens - 0/1 1 1 1 )
631 C. chinense - 0/4 1 1 1 )
692 C. frutescens  + 3/5 1 1 1 )
Serrano C. annuum - 0/9 1 1 1 )
Habanero C. chinense + 6/6 5 5 1 (+)
Tabasco C. frutescens + 10/10 3 3 1 (+)
Cayenne C. annuum + 8/9 3 3 1 ()

El banco de germoplasma de la universidad adquiere importancia en estos

momentos por que provee informacion util para desarrollar nuevos genotipos,

nuevos productos al poseer caracteristicas de interés (anexo 4, 5 y 6) para

responder a los desafios planteados por los productores: variedades rendidoras,

resistentes a enfermedades virales, plagas y pungencia.
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5.3 CARACTERIZACION MOLECULAR

Tomando los 32 primer de microsatélites en una comunidad formada por 135
individuos (introducciones) que abarcan las especies de C. annuum, C. frutescens,
C. chinense, C. baccatum y C. pubescens, asumiendo cada individuos como
representante de una poblacion y aplicar las leyes de Méndel a la muestra para ver
si estan en equilibrio Hardy Weinberg. Los resultados mostraron que los genotipos
no estan en equilibrio, hay deficiencia de los genotipos observados con respecto al

esperado determinado por el nimero de alelos encontrados (Cuadro 26).

Los locus que no mostraron variabilidad genética a nivel de microsatélites se
conocen como “primer monomorfico”; estos variaron segun la especie (Cuadro 25).
Para el complejo annuum- frutescens- chinense se presentaron 11 primer
monomorficos; C. baccatum 29 primer monomorficos (un solo representante de la
especie); C. pubescens con 5 introducciones traidas de Pasto Narifio con 22 primer
monomorficos. De ahi que el mayor nivel de polimorfismo se presenta en el

“complejo”.

Los genes fijados en los individuos (valor = 1) corresponden a los microsatélites
monomorficos y ellos no sirven para buscar diversidad entre los individuos. El
polimorfismo es la medida que proporciona un criterio para determinar si un
microsatelite presenta variacion alélica y se calcula como tasa de polimorfismo.
Dentro del polimorfismo se distingue el “alelo coman” y el “alelo raro”. El alelo
comun es aquél que tiene una frecuencia de menos del 0.95%, los alelos raros o
poco comunes las frecuencias son menores a 0.05. Los resultados mostraron que
los mayores porcentajes de polimorfismo se presentaron en los individuos de
C. annuum, C. frutescens y C. chinense con 21 microsatelites polimorficos de 32.
La especie de C. baccatum detecto 10 microsatelites polimorficos. Y la Unica

especie de C. baccatum solo detecto 3 microsatelites polimorficos.
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Dentro de los polimorfismos de los microsatelites se calculd la frecuencia de los
alelos. En el Cuadro 27 se muestra el nimero de alelos encontrados por
microsatelite. Se hallé entre 1 y 7 alelos. Un alelo para los primers monomoérficos.
Los primer de Lee et al., 2004 presentaron la mayor cantidad de alelos por locus,
por lo cual los hace ser utiles al momento de usarlos como medida de variabilidad

genética. Los alelos raros se encontraron acompafiados de un alelo comun.
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Cuadro 26. Valores de Chi Cuadrado para Equilibrio Hardy Weinberg en 32 loci en cinco

especies de Capsicum.

primer  C.annuum C. baccatum C. chinense C. frutescens C. pubescens  General
S2 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 Monomorfico 0.0000
S3 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
S6 1.0000 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico 1.0000
S7 0.0060 Monomorfico 0.8100 1.0000 Monomorfico 0.0001
S8 0.0000 Monomorfico  0.0001 0.0000 1 0.0000
Ul 0.4900 Monomorfico  1.0000 0.84 1 0.49
u2 0.0000 Monomorfico 0.83 0.038 0.26 0.0000
U3 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
U4 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
uUs Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
U6 0.0000 Monomorfico 0.039 0.023 Monomorfico 0
us 0.0003 1 0.002 0.001 1 0
U9 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
ul10 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
Uull Monomorfico Monomorfico 0.87 0.89 1 0.81
ul3 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
ule6 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
u17 Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico Monomorfico
u20 Monomorfico Monomorfico 0.0000 Monomorfico Monomorfico Monomorfico
L1 0.0000 Monomorfico  0.0000 0.0000 Monomorfico 0.0000
L2 0.0000 Monomorfico  0.0002 0.0000 0.2000 0.0000
L3 0.0000 Monomorfico  0.0000 0.0000 0.34 0.0000
L4 0.6900 1 0.72 0.35 Monomorfico 0.83
L5 0.0000 Monomorfico  0.0000 0.0000 0.007 0.0000
L6 0.0000 Monomorfico  0.002 0.0000 0.95 0.0000
L7 0.0000 Monomorfico  0.0000 0.0000 0.21 0.0000
L8 0.0000 1 0.0001 0.023 Monomorfico 0.0000
L9 0.0000 Monomorfico  0.0002 0.0000 0.002 0.0000
L10 0.0000 1 0.0000 0.0000 Monomorfico 0.0000
L11 0.0000 1 0.010 0.0030 1.0000 0.0000
L12 0.0000 1 0.0006 0.0000 1.0000 0.0000
L13 0.0000 Monomorfico 0.0140 0.0001 Monomorfico 0.0000
Loci
polimo 21 3 21 21 10 22
rfico
% loci
polimo 65.62 9.38 65.62 65.62 31.25 68.75
rfico
Valores con cero significa que la cantidad de individuos observados difiere de los
esperados.
Valores igual a 1 significa que la cantidad de individuos observados se ajusta a los
esperados

Monomorfico, alelo fijado en la especie
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Cuadro 27.

evaluados en 135 individuos de Capsicum

Resumen de la frecuencia de alelos en encontrados en 32 microsatelites

Primer

Alelos
(locus)
A B C D E F G
S2 0.2611 0.6278 0.1111
S3 1.0000
S6 0.9878 0.0122
S7 0.8387 0.1613
S8 0.7464 0.2536
Ul 0.0595 0.9405
u2 0.1071 0.1429 0.7500
VK] 1.000
U4 1.000
U5 1.000
U6 0.6905 0.2857 0.0238
us 0.0143 0.4571 0.0143 0.5143
U9 1.000
ul1o0 1.000
ull 0.9813 0.0187
ui3 1.000
ule6 1.000
u17 1.000
u20 1.000
L1 0.3162 0.4829 0.1667 0.0342
L2 0.1697 0.2431 0.1606 0.4266
L3 0.6038 0.0231 0.1154 0.1885 0.0692
L4 0.6132 0.2311 0.1557
L5 0.0240 0.0240 0.0720 0.1200 0.1160 0.2600 0.3840
L6 0.3679 0.6274 0.0047
L7 0.2710 0.4813 0.2477
L8 0.3488 0.6512
L9 0.3882 0.3224 0.1513 0.1382
L10 0.0534 0.3252 0.2718 0.3495
L11 0.4565 0.4891 0.0543
L12 0.2812 0.6719 0.0469
L13 0.3812 0.4000 0.1250 0.0938
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Cuadro 28 Resumen estadistico de la variacion genética y heterosis para todos los loci en

135 individuos de Capsicum

Locus Tamafio Alelos Alelos indice indice
microsatelite  muestra Observados  efectivos Shannon’s Nei

S2 180 3 2 0.8870 0.5254
S3 98 1 1 0.0000 0.0000
S6 82 2 1 0.0659 0.0241
S7 124 2 1. 0.4418 0.2706
S8 138 2 1 0.5663 0.3786
Ul 252 2 1 0.2257 0.1120
U2 112 3 2 0.7331 0.4056
U3 196 1 1 0.0000 0.0000
U4 116 1 1 0.0000 0.0000
us 82 1 1 0.0000 0.0000
U6 126 3 2 0.7027 0.4410
us 70 4 2 0.8212 0.5261
U9 150 1 1 0.0000 0.0000
ui1o0 262 1 1 0.0000 0.0000
ull 214 2 1 0.0929 0.0367
uil3 84 1 1 0.0000 0.0000
ule 82 1 1 0.0000 0.0000
u17 76 1 1 0.0000 0.0000
u20 78 1 1 0.0000 0.0000
L1 234 4 3 1.1296 0.6378
L2 218 4 3 1.3019 0.7043
L3 260 5 3 1.1401 0.5812
L4 212 3 2 0.9280 0.5463
L5 250 7 4 1.5905 0.7508
L6 212 3 2 0.6856 0.4710
L7 214 3 3 1.0515 0.6335
L8 86 2 2 0.6467 0.4543
L9 152 4 4 1.2915 0.7034
L10 206 4 4 1.2433 0.6953
L11 92 3 2 0.8660 0.5494
L12 192 3 2 0.7674 0.4673
L13 160 4 3 1.2160 0.6702

En el Cuadro 28 se resumen la variacion genética para todos los individuos y se
estima el indice de Shannon's como medida de diversidad genética entre ellos y el
indice de Nei's como medida de heterogocidad. Los valores que tienden a cero en
el indice de Shannon’s significa baja probabilidad de obtener un individuo con

alelos diferentes al comun (se hace nulo cuando el primer es monomorfico). El
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indice de Nei’'s cuantifica la probabilidad de que, en un locus, cualquier par de
alelos escogidos al azar de la poblacion sean diferentes entre si (heterocigoto). Los
primer de Lee et al., 2004 presentaron indices elevados de diversidad por poseer
mayor cantidad de alelos por locus y a su vez presentar mayor cantidad de alelos
en estado heterocigoto. No siempre por que se tengan varios alelos por locus ellos
van a estar presente en estado heterocigoto que seria la forma ideal, aqui en el
estudio se vio que los alelos se encontraron principalmente en estado homocigoto.
Los resultados muestran que entre mas alelos se encuentren por locus mayor es el
indice de diversidad y a su vez entre menos alelos por locus menor indice de
diversidad. Se hallo que los primer S6, Ul y U11 presentaron indices de diversidad
bajos, de no ser por los alelos raros que se encontraron en estado heterocigoto
estos microsatelites actuarian como monomorficos. S6, Ul y U1l no son

microsatélites Utiles para trabajos de diversidad.

El microsatelites S7 presento un indice de diversidad bajo al igual que el indice de
Nei. En este trabajo se clasificdé no util para el estudio de diversidad. Haciendo una
seleccion de microsatelites utiles con base al indice de Shannon’s y de Nei’'s se
seleccionan los primer S2, U6, U8 y todos los primer de Lee et al.; 2004. Estos
resultados indican que las introducciones seleccionadas tienden a la homogenidad,
lo cual es cierto por que cuando se colecta esta especie se halla generalmente en
huertos caseros donde se presentan pocos individuos de una especie y la
propagacion de la especie se hace por autopolinizacion. Los estudios de Odland y
Porter (1941) reportaron que las especies de C. annuum, C. baccatum, C. chinense
y C. frutescens se autopoliniza en forma natural y con 16.5% de polinizacion
cruzada realizada por abejas y el viento. Ademas Garcia 2007 plantea al igual que
Pickersgill 1980 que el complejo annuum-frutescens-chinense son un grupo en via

de diferenciacién y tienen ancestro comun.
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Cuadro 29 Resumen de los estadisticos de F

Primer Tamafo Fis Fis Fir Fst
muestra
annuum baccatum chinense frutescens pubescens

S2 180 0.8202  -1.000* 0.8270 0.6395 Mono 0.2915 0.5686 0.3910
S8 138 0.9404  Mono** 1.000 1.000 1.000 0.9725 0.9901 0.6393
ué6 126 0.6983 Mono 0.575 0.454 Mono 0.5829 0.6440 0.1463
us 70 -0.866 -1.000 -1.000 -0.5 1.000 -0.860 -0.849 0.0059
L1 234 0.9092 Mono 1.000 1.000 Mono 0.9691 0.9795 0.3354
L2 218 0.5604 Mono 0.632 0.548 0.466 0.5588 0.6775 0.2690
L3 260 0.793 Mono 0.862 0.750 -0.60 0.4907 0.5578 0.1317
L4 212 0.082 -1.000 -0.171 0.052 Mono -0.239 -0.085 0.1245
L5 250 0.9541  Mono 0.800 0.887 1.000 0.9071 0.9364 0.3150
L6 212 0.7870  Mono 0.60 0.878 -0.33 0.4640 0.5501 0.1607
L7 214 0.9651 Mono 0.844 1.000 0.466 0.8403 0.8783 0.2378
L8 86 0.8860 1.000 1.000 0.569 Mono 0.7712 0.9222 0.6600
L9 152 0.8853  Mono 0.837 0.855 1.000 0.8945 0.9284 0.3217
L10 206 0.8374 1.000 0.805 0.866 Mono 0.8362 0.9130 0.4691
L11 92 0.6372 1.000 0.677 0.618 1.000 0.6464 0.8608 0.6063
L12 192 0.7562  1.000 0.744 0.792 -0.20 0.5992 0.7939 0.4857
L13 160 0.2245 Mono 0.265 0.140 Mono 0.2077 0.5444 0.4250

*-1.000 = locus en estado heterocigoto

** Mono = locus en estado homocigoto

*** 1.000 = no se presento lectura

Para cuantificar la diversidad genética entre los individuos y visualizar la estructura
dentro de este conjunto en particular, se usan los estadisticos de F para cada
microsatelite (Cuadro 29). Fs calcula la deficiencia o el exceso de heterocigotos
promedio entre los individuos. Los valores que tienden a 1 son alelos en estado
homocigoto. Los resultados muestran una tendencia hacia genotipos homocigotos y
el déficit de heterocigotos se puede atribuir al apareamiento no aleatorio dentro de
los individuos. F;r mide la deficiencia o el exceso de heterocigotos promedio en un
grupo esta medida es similar a Fis donde se mira la presencia de heterocigotos y se
hallo que es baja. Este resultado corrobora el desequilibrio encontrado en Hardy
Weinberg que es consecuencia de la falta de apareamiento aleatorio de las
especies. Fst mide el grado de diferenciacion génica entre los individuos, en funcion

de las frecuencias alélicas. El valor va de 0 a 1 donde cero no existe divergencia
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génica y 1 los alelos estan fijados. Los resultados muestran que los alelos
estudiados tienden a ser comunes en el género, los alelos raros inyectan
divergencia dentro de la especie donde es hallada. Los primer de Lee et al., 2004
son multialelicos, pero aun asi los alelos son comunes dentro de los individuos. Los
microsatelites S8, L8 y L11 fueron los mas altos valores alcanzados de Fsty esto
se debe a la presencia de uno de los alelos en el locus que esta fijado y el otro esta
en baja frecuencia, esta clase de microsatelite no discrimina dentro de los

individuos.

Cuadro 30 Las Medidas Imparciales de Nei de Identidad Genética y la distancia Genética

entre cinco especies de Capsicum a través de marcadores microsatélites

C. annuum C. baccatum C.chinense C. frutescens C. pubescens

C. annuum - 0.8045 0.9697 0.9845 0.8025
C. baccatum  (0.2175 - 0.8344 0.8273 0.6926
C. chinense 0.0307 0.1810 - 0.9736 0.7965
C. frutescens  0.0156 0.1895 0.0268 - 0.8338
C. pubescens  0.2200 0.3672 0.2275 0.1818 -

La identidad genética de Nei (sobre la diagonal) y la distancia genética (debajo de

la diagonal).

En el cuadro 30 se muestran los calculos de identidad genética entre las cinco
especies de Capsicum los resultados indican que las cinco especies se identifican
entre si. Los valores menores se suceden cuando las especies se relacionan con
C. pubescens. Entre C. pubescens y C. baccatum se presenta la menor identidad
genética. Estos resultados concuerdan con los planteamientos relacionados a los
centros de origen que se le atribuyen a las cinco especies domesticadas, los cuales
estan distantes entre si pero cuando se sucede la polinizaciones controladas estas
especies se cruzan entre ellas. Estos mismos resultados se obtienen cuando se
calcula la distancia genética entre las cinco especies con las caracteristicas
morfoldgicas. El grafico 9, muestra el dendograma basado en la distancia genética
de Nei's por el método UPGMA de igual manera confirma el menos distanciamiento
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entre las tres especies con respecto a C. pubescens por que es la especie
originaria de clima fri6 que requiere de ambientes por encima de los 2500 m para
su normal desarrollo (Eshbaugh et al., 1983). C. annuum, C. chinense vy
C. frutescens, comparten caracteristica climaticas similares, una continuacion
morfolégica a nivel primitivo (McLeod et al., 1979). Evidencias con isoenzimas
confirmaron las relaciones de esas tres tasas (McLeod et al., 1983; Jensen et al
1979). Se concluye entonces que dentro de este conjunto de individuos no existe
divergencia genética entre el complejo annuum-frutescens-chinense. Garcia 2007
con la evaluacion isoenzimatica también observo que dentro de las introducciones
estudiadas no se presentan distanciamientos genéticos significativos entre las
especies del complejo. Harlan dice que la clasificacion de los individuos en grupos
de especies se da por caracteristicas morfoldgicas de poca importancia evolutiva.
Los distanciamientos genéticos entre las especies deben de estar acompafada de
diferencias genéticas y no morfologicas dadas por el clima y la seleccion que el

hombre hace sobre el fruto.

1
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Grafica 9 Dendograma basado en la distancia genética de Nei's por el método
UPGMA
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5.4 HERENCIA DE LA RESISTENCIA A PepDMV EN Capsicum

El andlisis para determinar el modo de herencia para la resistencia en cada una de

las variedades comerciales se presenta de forma separada.

5.5.1 Capsicum annuum .

La variedad comercial aji Cayenne y Serrano pertenecen a la especie ¢c. annuum.
En el analisis de varianza se detectd diferencias entre poblaciones (Parental 1,
Parental 2, F1 directa F1 reciproca, F2 directa, F 2 reciproca, RC1 directa RC1 RC2
reciproca, RC2 directa, RC2 reciproca) y no entre las repeticiones (Cuadro 31) esto
muestra consistencia en el tiempo del comportamiento de las poblaciones. No se
presentaron efectos maternos (Cuadro 32). Las diferencias entre las medias de las
poblaciones mostraron en la variedad Cayenne plantas resistentes a PepDMV. La
generacion F1 mostrd resistencia, esto indica que los genes de resistencia que
poseen ambas variedades dominan sobre los de susceptibilidad. Las poblaciones
formadas por los parentales Cayenne y Serrano incrementan la resistencia a
PepDMV (Cuadro 32).

No fue posible determinar el numero de genes involucrados en la resistencia a
PepDMV en las variedades Cayenne y Serrano debido a que la variedad Cayenne
no presentd completa susceptibilidad en las pruebas de invernadero. La variedad
Cayenne es catalogada por los agricultores como susceptible a virus Fotografia 18).
El andlisis de medias generacionales permitié determinar que en las variedades
Serrano y Cayenne los efectos aditivos fueron mas importantes con respecto a los
de dominancia (cuadro 34), la resistencia se logra por la suma de genes de

resistencia que poseen ambos materiales.

Fotografia 18  Planta enferma con
PepDMV en la variedad Cayenne
(Izquierda) en contraste con una
planta sana (derecha)

80




Cuadro 31 Cuadrados medios del andlisis de varianza para el porcentaje de
plantas resistentes a PepDMV en cruces directos y reciprocos de la especie C.
annuum, C. frutescens y C. chinense.

FV gl C.annuum gl  C.frutescens gl C. chinense* G C. chinense**

incidencia incidencia incidencia ! incidencia
Poblacion 9 0.040 9 <.0001 4 <.0001 9 <.0001
Esepeticio 2 0.571 3 0.0871 1 0.002 2 0.977
nes

* parentales Habanero e introduccién 631
* *parentales Habanero e introduccion 24

Cuadro 32 .Comparacion de medias del porcentaje de plantas resistentes a
PepDMV entre poblaciones formados por Cayenne y Serrano

introduccion Mosaico Incidencia
Media Desv. standar Media Desv. standar
Serrano 1.07 b 0.48 0.02 b 0.16
958 154 a 1.15 0.18 a 0.39
F1 (serranox958) 1.00 b 0.00 0.00 b 0.00
F1 (958xserrano) 1.05 b 0.33 0.02 b 0.16
F2 (serranox958) 123 b 0.73 0.10 ab 0.30
F2 (958xserrano) 1.29 ba 0.86 0.10 ab 0.31
RC1 (serranox958) 1.08 b 0.44 004 b 0.19
RC1 (958xserrano) 123 b 0.76 0.09 ab 0.29
RC2 (serranox958) 1.30 ba 0.86 0.12 ab 0.32
RC2 (958xserrano) 105 b 0.22 0.05 b 0.22
Media general 1.54 1.15 0.18 0.39

Medias con la misma letra dentro de una misma columna no son significativamente diferentes segun la prueba
de Duncan al nivel de 5%

Cuadro 33 Incidencia de virus en cruzamiento de Serrano x Cayenne

Poblacién Frecuencia Mgdia Variaznza Varia_nza2 Pego
n X D promedio D/n 1/(D/n)
Cayenne 53 0.188 0,156 0.0029 339.69
Serrano 39 0.025 0.025 0.0006 1521.00
F1 58 0.017 0.017 0.0002 3363.99
F2 487 0.108 0.097 0.0001 5011.04

RC958 205 0.112 0.100 2050.00
RCserrano 145 0.048 0.046 0.0003 3134.15
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Cuadro 34 Importancia relativa de cada coeficiente para el cruce entre las
variedades Cayenne y Serrano

Coeficiente SC secuencial %total R “acumulado
a 0.01600 72.48 72.48
d 0.00417 21.28 91.36
aa 0.00172 7.78 99.16

La susceptibilidad de plantas producto de los cruzamientos con Serrano y Cayenne,
muestran plantas débiles, los frutos se deforman, pierden tamafo y peso, la
coloracion del fruto rojo en estado maduro no es homogéneo, se detectan betas
donde la coloracion es menos intensa (Fotografia 18).

La variedad Serrano liberada por la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira en 1997, muestra resistencia a acaros, Esta variedad al mostrar resistencia
a virus en este estudio incrementa su valor como genotipo para ser involucrado en
programas de mejoramiento ademas de continuar como variedad en el mercado de

los pimentones.

5.5.2 Capsicum frutescens

El analisis de varianza detectd diferencias significativas entre poblaciones y no
detecto diferencias entre repeticiones (Cuadro 31), ni presencia de efecto materno
(Cuadro 35).

Cuadro 35 Comparacion de medias del porcentaje de plantas resistentes a PepDMV
entre poblaciones formados por Tabasco e introduccion 70

introduccién Mosaico Incidencia
media Desv. varianza Media Desv. varianza
standar standar
Tabasco 4.00 a 0 0 1.00 a 0.00 0
F1 (Tabascox70) 1.71 b 1.14 1.24 0.33 bc 0.47 0.22
F1 (70xTabasco) 1.27 dc 0.84 0.71 0.10 de 0.30 0.09
F2 (Tabascox70) 181 b 1.20 1.44 034 b 0.47 0.22
F2 (70xTabasco) 1.78 b 1.29 1.67 0.27 bc 0.44 0.20
RC1 (Tabascox70) 1.18 d 0.64 0.41 0.08 de 0.27 0.07
RC1 (70xTabasco) 1.12 d 0.59 0.35 0.04 e 0.19 0.03
RC2 (Tabascox70) 1.54 cb 1.11 1.23 0.20 cd 0.40 0.16
RC2 (70xTabasco) 1.75 b 1.19 1.41 0.32 bc 0.46 0.22
70 1.00 d 0 0 0.00 e 0.00 0

Medias con la misma letra dentro de una misma columna no son significativamente diferentes segun la prueba
de Duncan al nivel de 5%.
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La separacion de medias por la prueba de Duncan (Cuadro 35) muestra que la

introduccién 70 aporta genes de resistencia que enmascaran el efecto de los genes

de susceptibilidad, las poblaciones aumentan significativamente el namero de

plantas resistentes cuando se cruzan con la introduccion 70. Los efectos aditivos

son determinantes para incrementar la resistencia hacia la variedad comercial

Tabasco (Cuadro 37).

Cuadro 36 Incidencia de virus en cruzamiento de Tabasco e introduccion 70

poblacion Frecuencia Media Varianza Varianza Peso
n X D? promedioD?/n  1/(D*n)
70 85 0 0 0 0
Tabasco 111 1 0 0 0
F1 105 0.2285 0.178 0.0016 589.81
F2 752 0.3138 0.215 0.0002 3487.49
RCTabasco 158 0.0632 0.059 0.0003 2648.20
RC70 169 0.2662 0.196 0.0016 859.90
Cuadro 37 Importancia relativa de cada coeficiente para el cruce entre las
variedades Tabasco e introducciéon 70
Coeficiente SC secuencial % SC total R2 acumulado
a 53.031 48.95 48.95
d 0.187 0.17 49.12
aa 55.12 50.88 100

La importancia de los efectos aditivos para incrementar la resistencia prevalecié

sobre los de dominancia. El modelo que explica la expresion de resistencia es con

base a los efectos de aditividad. (Cuadro 37). Esto indica que la seleccion para

incrementar los niveles de resistencia a PepDMV se puede predecir con base en el

comportamiento de las lineas parentales que intervienen en el cruzamiento.
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5.5.3 Capsicum chinense

Cruce Habanero - Introducciéon 631

El cruzamiento entre la variedad comercial aji habanero con la introduccion 631
presentd dificultad en obtener semilla producto del cruce entre la F1 y el parental
631. Debido a esto la retrocruzas hacia el parental resistente no fueron incluidas en
el estudio y por lo tanto la estimacion de los efectos aditivos y de dominancia por el

meétodo de regresion no fue calculada.

Se presentd diferencias entre generaciones (cuadro 31). Se detecto efecto materno,
cuando la introduccion resistente 631 actia como madre, la generaciéon F1 del
cruzamiento directo es diferente a la F1 reciproca, se incrementa la resistencia

cuando la introduccion 631 actia como madre (Cuadro 38).

Cuadro 38 Comparacion de medias del porcentaje de plantas resistentes a
PepDMV entre poblaciones formados por Habanero e introduccién 631

Introduccion Incidencia
Media Desv. standar

RC1 (Habanerox631) 0.82 a 0.39
Habanero 0.60 b 0.49
F1 (Habanerox631) 0.60 b 0.49
F2 (Habanerox631) 0.53 bc 0.49
F2 (631xHabanero) 0.48 bc 0.50
F1 (631xHabanero) 0.39 c 0.49
631 0.00 d 0.00

Medias con la misma letra dentro de una misma columna no son significativamente
diferentes segun la prueba de Duncan al nivel de 5%

Cruce Habanero - Introduccion 24

El cruzamiento entre Habanero con la introduccion 24 mostré diferencias
significativas entre las poblaciones y no entre repeticiones (Cuadro 31). Esto indico
los cruzamientos directos y reciprocos no hay efectos maternos (Cuadro 39). El

analisis de varianza entre generaciones mostré que las poblaciones segregantes
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tienden a la susceptibilidad. El desplazamiento de la poblacion F1 hacia el material
susceptible muestra que los genes de resistencia no dominan sobre los de
susceptibilidad (Cuadro 39), Los efectos aditivos son importantes pero los efectos

de dominancia afectan la expresion de la resistencia (Cuadro 41).

Cuadro 39 Comparacion de medias del porcentaje de plantas resistentes a
PepDMV entre poblaciones formados por Habanero e introduccién 24

introduccioén Incidencia
Media Desv. standar
RC959 0.9625 a 0.19
F1 0.9062 a 0.23
959 0.9062 a 0.29
RC24 0.6419 b 0.48
F2 0.8314 b 0.37
24 0.0000 c 0.00

Medias con la misma letra dentro de una misma columna no son significativamente
diferentes segun la prueba de Duncan al nivel de 5%

Cuadro 40 Incidencia de virus en cruzamiento de Habanero e introduccién 24

Poblacién Frecuencia Media Varianza Varianza Peso

n X D? promedioD?n  1/(D?n)
24 33 0 0 0 0
Habanero 32 0.906 0.087 0.0027 370.37
F1 36 0.944 0.053 0.0014 714.28
F2 439 0.831 0.140 0.0003 3333.33
RC24 81 0.641 0.232 0.0028 357.14
RC 80 0.962 0.036 0.0004 2500.00
Habanero

Cuadro 41 Importancia relativa de cada coeficiente para el cruce entre las
variedades Habanero e introducciéon 24

Coeficiente SC secuencial % SC total R2 acumulado
A 26.59 58.8 58.87
D 16.56 36.6 95.53
Aa 1.99 4.4 99.95
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Para potyvirus en la especie C. Chinense fue reportado un gen recesivo confiriendo
resistencia (Greenleaf, 2004), y es el gen estudiado para identificar su modo de
accion en la planta. En esta investigacion, los cruzamientos estudiados entre
especies de C. Chinense también se determind que la resistencia es recesiva. La
F1 no fue resistente y hubo una tendencia en las poblaciones segregantes a ser
susceptibles.

En conclusion se puede decir que la resistencia a PepDMV esta dada solo en
ciertos genotipos que expresan resistencia bajo cierto nimero de genes que tienen
efecto aditivo, altamente heredable de generacidon en generacion. Hay genotipos
donde los efectos de dominancia actian junto los efectos aditivos. En las
introducciones Cayenne y Serrano e introduccion 70 la resistencia esta dada por
genes con accion aditivos a diferencia de las introducciones 24 y 631 donde los
genes de resistencia tienen accion aditiva y de dominancia. Los materiales
comerciales Cayenne, Tabasco y Habanero no son completamente susceptibles a
PepDMV. Las lineas deben ser depuradas para incrementar los niveles de

resistencia observados.

Al encontrar que la variacion observada entre las medias generacionales en los
cruzamientos evaluados, fue explicada por el modelo aditivo- dominante, siendo
de mayor importancia el efecto aditivo, estos resultados sugieren en un programa
de mejoramiento para resistencia a PepDMV, utilizar métodos que acumulen estos
genes; utilizando parentales resistentes para obtener poblaciones objeto de
seleccidn, ya que la seleccion para incrementar resistencia se puede predecir con
base en el comportamiento de las lineas parentales al tener un efecto aditivo

significativo.
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5.6 Seleccion de lineas de Capsicum con resistencia al virus deformante

del pimentén PepDMV.

Los cruzamientos realizados entre introducciones resistentes con las variedades
comerciales produjeron 61 cruzamientos (Cuadro 42). La mayor cantidad de frutos
F1 formados se presento entre materiales de la misma especie. La evaluacion de
los Hibridos F1 a PepDMV mostré susceptibilidad. La cantidad de plantas
resistentes en F2 vario de acuerdo al cruzamiento. La evaluacion de las familias F3
la cantidad de plantas resistentes se va incrementando. Actualmente se continda
con las evaluaciones, se haran selecciones entre y dentro de familias hasta avanzar
a F6. Se continuara con el registro de las familias para seleccionar las que
mantenga la resistencia. En cada ciclo de generacion las plantas se someten a
evaluaciones de invernadero para resistencia a PepDMV. Unicamente se avanzan
las plantas que muestran resistencia por prueba de Elisa. Los aumentos de semilla

se realizan en invernadero

87



Cuadro 42 Avance generacional de cruzamientos con resistencia a PepDMV entre introducciones resistentes y variedades comerciales

TABASCO CAYENNE HABANERO
Parental Parental F1 F2 F3 Parental Parental F1 F2 F3 Parental Parental F1 F2 F3
fruto  planta  planta fruto planta planta fruto  planta planta
Tabasco x 13 29 Cayenne X 13 15 7 111 Habanero X 13 4
13 X  Tabasco 3 13 X Cayenne 17 10 102 Habanero X 24 37 343 10
Tabasco x 24 51 7 33 Cayenne X 24 11 4 24 X  Habanero 25 7 27
24 X  Tabasco 2 2 14 24 X Cayenne 10 Habanero X 26 7 1 4
Tabasco x 26 42 Cayenne X 26 9 26 X  Habanero 2
26 X  Tabasco 7 1 2 26 X Cayenne 2 1 1 Habanero X 66 2
Tabasco x 70 47 6 53 Cayenne X 66 10 11 21 66 X  Habanero NA
70 X  Tabasco 21 4 36 Cayenne X 70 12 38 Habanero X 70 20 5 8
Tabasco x 9ly 25 70 X Cayenne 35 70 X  Habanero 20 5 25
Tabasco x 139y 9 Cayenne X 9ly 16 5 16 Habanero X 9ly 2
Tabasco x 232cy ? 9ly X Cayenne 5 8 44 9ly X  Habanero ?
Tabasco x 293by 19 4+4 4 Cayenne X 139y 11 Habanero X 293by NA 10
293by x Tabasco 8 6 64 139y X Cayenne 3 16 293by X  Habanero 2 8
332ay x Tabasco 4 144 Cayenne X 293by ? Habanero X 631 1
Tabasco x 631 28 7 15 293by X Cayenne 1 8 631 X  Habanero 23 4
631 X  Tabasco 6 5 43 Cayenne X 631 6 Habanero X 692 7
Tabasco x 692 19 6 51 631 X Cayenne 3 5 3 692 X  Habanero 1 4 8
692 X  Tabasco 5 4 54 Cayenne X 692 1 Habanero X  Serrano 7
Tabasco x  Serrano ? 692 X Cayenne 1 3 Serrano X Habanero 6 2 20
Serrano x Tabasco ? Cayenne X Serrano 12 6 208
Serrano X Cayenne ? 7 96
Cayenne susc x Cayenne resist 4 4
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6. CONCLUSIONES

1. La caracterizacion morfolégica y agrondémica realizada a 128 introducciones
no distinguié a C. annuum, C. frutescens y C. chinense como especies diferentes.
Unicamente cinco descriptores permiten la clasificacion de las especies:
Constriccion anular del céliz para C. chinense; Macha en la corola para C.
baccatum; Semilla negra para C. pubescens; Color del hipocotilo morado y flor
exserta para C. frutescens. Los otros 15 descriptores morfoldgicos se presentaron

de forma indistinta en las especies.

2. El distanciamiento genético determinado por la técnica de microsatélites,
confirmo que las tres especies C. annuum, C. frutescens y C. chinense permanecen
en un mismo grupo, reforzando el planteamiento de ser las tres especies un
cultigrupo. Los microsatélites de Lee et al., 2004 mostraron mayor cantidad de

alelos para discriminar entre introducciones relacionadas.

3. Los descriptores morfologicos agruparon las introducciones en 7 grupos:
uno conformado por especies silvestres, otro de frutos grandes y pesados, un
tercero que reune las especies C. chinense que son las comerciales en Coérdoba.
Un cuarto grupo conformado por especies tipo Cayenne, un quinto por especies
tipo habanero y el sexto que reune los tipo tabasco. El septimo grupo con la
introduccién 24 y caracteriza por la resistencia que posee a PepDMV vy el fruto

madura con color amarillo .
4. La evaluacion de caracteristicas de interés agronOmico mostré que la

variacion entre genotipos de Capsicum se encuentra principalmente asociada a la

pungencia seguida de rendimiento y caracteristicas de fruto.
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5. Se distinguieron materiales que superan a las variedades comerciales; aji
Cayenne, aji Habanero y aji Tabasco para las caracteristicas de produccion,
namero de fruto, peso promedio de fruto y contenido capsaicina, mostrando la
potencialidad del banco para seleccionar introducciones para uso directo 0 en

programas de mejoramiento.

6. Se hallaron 13 introducciones de las especies C. annuum, C. frutescens, C.

chinense y C. baccatum que mostraron resistencia a PepDMV.

7. La herencia de la resistencia a PepDMV es particular para el material que la
confiere. En la especie C. Annuum y en C. Frutescens el modelo genético que
explico la resistencia fue los efectos aditivos, prevalecieron sobre los de

dominancia; y para C. Chinense los efectos aditivos y de dominancia.
8. Se logro obtener lineas F2 y F3 con resistencia genética a PepDMV, que se

esperan en dos afos estar liberando para uso de los agricultores, como una

solucion a la problematica viral en el Pais.
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Anexo 1 Pasaporte de 135 introducciones del género Capsicum del banco de germoplasma de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira

Consecutivo Tarro Introduccién Especie Origen

1 1 P1145420 C. annuum Colombia Colombia
2 ly P1145420 C. annuum Colombia Colombia
3 2 P1188476 C. annuum México

4 3** P1194879 C. annuum Guyana

5 4 P1200486 C. frutescens Colombia Colombia
6 5 P1201227 C. chinense Colombia Valle

7 10 P1241675 C. frutescens Ecuador

8 13** P1257053 C. annuum Colombia Bolivar

9 14 P1257054 C. annuum Colombia Bolivar
10 16 P1257058 C. frutescens Colombia Bolivar
11 18y Pi257060 C. annuum Colombia Bolivar
12 22y P1495224 C. annuum Colombia Choco
13 24 P1257088 C. annuum Colombia Antioquia
14 26 P1257070 C. baccatum Colombia Bolivar
15 32%* P1257083 C. frutescens  Colombia Antioquia
16 39** P1260486 C. chinense Bolivia

17 41%* P1260611 C. annuum Brasil

18 42** P1267728 C. annuum Guatemala

19 43** Pl1267731 C. chinense Cuba

20 52y P1355395 C. frutescens Ecuador

21 58** P1439446 C. frutescens Peru

22 59** P1439492 C. frutescens Brasil

23 63 P1439499 C. frutescens Costa Rica

24 66 P1439503 C. annuum Costa Rica

25 67 P1439504 C. frutescens Costa Rica

26 69 P1439506 C. frutescens Cuba

27 70** P1439507 C. frutescens Ecuador

28 72 P1439508 C. frutescens Salvador

29 73 P1439510 C. frutescens Guatemala

30 77 P1441650 C. frutescens Brasil

31 82y P1493036 C. annuum Colombia Colombia
32 83y** P1493245 C. chinense Colombia Colombia
33 85 P1495035 C. chinense Costa Rica

34 86 P149435 C. annuum Colombia Colombia
35 91 P1495077 C. annuum Colombia Valle

36 95 P1495110 C. annuum ColombiaCundinamarca
37 126 S25 C. annuum Colombia Valle

38 126y S25 C. annuum Colombia Valle

39 132y S31 C. annuum Colombia Valle

40 139y S35 C. annuum Colombia Valle

41 140ay S36 C. annuum Colombia Valle

42 147y Grif 9334 C. frutescens  Costa Rica

43 150y S07 C. annuum Colombia Narifior
44 161y Grif 9322 C. annuum Costa Rica

45 16lay Grif 9322 C. annuum Costa Rica
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Anexo 2 Descriptores de planta

Parte vegetativa

(Registrar los datos cuando el brote terminal tiene de 1 a 2 mm de tamafio)

= Color del hipocotilo

1. blanco
2. verde
3. morado
= Color de la hoja cotiledonar
1. verde clara 2. verde 3. verde oscura
4. morado claro5. morado 6. morado oscuro
7. jaspeado (abigarrado) 8. amarillo 9. otro

= (Habito de crecimiento
(Registrar cuando comienza a madurar el primer fruto en el 50% de las plantas)

1. postrada 2. intermedia (compacta) 3. erecta 4. otro

®= Longitud Hoja Madura (cm.) ( se mide en la parte media hasta la primer bifurcacion,
inmediatamente después de la primer cosecha el promedio de 10 hojas maduras de las ramas
principales de la planta )

=  Ancho de Hoja madura (cm.)

(Similar al descriptor anterior se mide en la parte mas ancha de la hoja)

Inflorescencia y fruto

Inflorescencia
(Datos registrados en flores totalmente abiertas durante el primer flujo de floracidn)

= Dias a la florescencia
(Numero de dias desde la siembra hasta que el 50% de las plantas tienen por lo menos una flor

abierta)

=  Numero de flores por axila
1. Uno 2. Dos 3.tres 0 mas 4.Muchas flores en racimo pero

cada una en axila individual (crecimiento fasciculado) 5. otros(cultivares con dos flores en
la primer axila y con una solamente en la otra)

= Color de la corola
1. blanco 2. amarillo claro3. amarillo 4. amatrillo — verdoso

5. morado con la base blanca 6. blanco con la base puarpura
7. blanco con la margen purpura 8. Morado 9. otros

= Color de las anteras
(Se observa inmediatamente después de la floracién y en el momento de la antesis)

1. blanco 2. amatrillo 3. verde 4.Azul 5. morado claro

6. morado 7. otros

= Posicion de la flor
(Se observa antes a la antesis)
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1. pendiente 2. intermedia 3.erecta

=  Manchas en la corola
1.Blanco 2. Amarillo 3. verde — amarillento 4. verde

5. morado 6.0tros

= Longitud de la corola
(Promedio de 10 pétalos de corola diseccionada)

1.<15215-25 3.>2.5

®  Longitud de antera
(Promedio de 10 flores seleccionadas de 10 plantas. Observadas inmediatamente en el momento de

la antesis)
Fruto

Los datos se registran en frutos maduros a la primer cosecha

= Dias a la fructificacion
Numero de dias desde el transplante hasta que el 50% de las plantas tienen frutos en la primera y

segunda bifurcaciones

= Color del fruto en estado intermedio
(Se observa justo antes de la madurez)

1. blanco 2. amarillo 3. verde 4. anaranjado

5. Morado 6. Morado oscuro 7. otros

= Color del fruto maduro

1. blanco 2. amarillo — limén 3. amarillo naranja palido
4. amarillo — naranja 5. naranja palido 6. naranja 7. rojo claro
8. rojo 9. rojo oscuro 10 morado 11. marrén

12. negro 13. otros

®=  Forma del fruto
1. elongado 2. casi redondo 3. triangular 4. acampanulado

5. acampanulado y en bloque 6. otros

®  Longitud del fruto (cm.)
(Promedio de 10 frutos maduros de la segunda cosecha)

= Ancho del fruto (cm.)
(Promedio de 10 frutos maduros de la segunda cosecha)

= Peso del fruto
(Promedio de 10 frutos maduros de la segunda cosecha)

= Constriccién anular del céliz
(‘es la union del céliz con el pedicelo, se observa cuando su estado es maduro)

1. ausente 2. presente

= Cuello en la base del fruto
1. ausente 2. Presente

= Tipo de epidermis
1. lisa 2. semi rugosa 3. Rugosa
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=  Constriccién anular del fruto

(Es la unién del céliz con el pedicelo. Se observa cuando su estado es maduro)

1. ausente 2. Presente

= Espesor de la pared del fruto (mm)

(Promedio del espesor de 10 frutos maduros de la segunda cosecha, medido en el punto mas ancho

hasta un lugar decimal)

®=  Nudmero de l6culos
(Observar 10 frutos, y el porcentaje de cada categoria)

Semilla

= Color de la semilla
1. amarillo oscuro 2. marrén

= Semillas por fruto
Promedio de 10 frutos por introduccién escogidos al azar)

1. <20 2.20-50 3. >50

3. negro

4. otros
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Anexo 3 Metodologia de laboratorio para extraccidon de capsaicina usando la
tecnica de HPLC
(Melgarejo et al., 2005)

A cada muestra de aji sin semillas, con pesos entre 0.5 y 5 g se adicion6 un volumen de etanol
correspondiente a 10 veces el peso del aji (entre 5ml y 50 ml). La mezcla se colocé a reflujo por 5
horas en la oscuridad y posteriormente se evapor0 el etanol en rotavapor para concentrar la mezcla
hasta llevarla a un volumen final de 3 a 4 ml; por ultimo se llevaron las muestras a un volumen final
de 5 a 10 ml dependiendo de la cantidad de aji (5 ml para pesos menores a 2.5 g y 10 ml para pesos
entre 2.5 — 5 g). Las muestras se empacaron en frascos ambar y se refrigeraron a -4°C (Melgarejo
et al., 2005).

Las muestras se analizaron por HPLC en fase mévil usando una mezcla de agua-acetonitrilo-acido
acético en proporcidon 59-49-1 y en fase estacionaria usando una columna de fase reversa, C18.
Previo al analisis por HPLC, a algunas muestras se diluyeron en acetonitrilo. El patrén utilizado fue 8
metil n-vanilyl-6-nonenamida de sigma. Se pes6 0.017g de reactivo patrén y se disolvié a volumen
de 50 ml con etanol absoluto grado HPLC para obtener una concentracion final de 0,34 mg/ml de
mezcla. De esta concentraciéon el 60% (0,204 mg/ml) corresponde a la concentracion de capsaicina
y el 40% restante a dihidrocapsaicina

Las relaciones para determinar la concentraciéon en las muestras, se parte de conocer el areas del
patrén y de la muestra; y la concentracién de capsaicina (0,24 mg/ml) y de hidrocapsaicina (0,136

mg/ml) en el patrén:

Para capsaicina: ACP/ ACM = CCP/CCM

Donde ACP = area del patron para capsaicina

CCP = Concentracion de capsaicina en el patron (0,204 mg/ml)
ACM = area de la muestra para capsaicina

CCM = CONCENTRACION DE CAPSAICINA EN LA MUESTRA
Para dihidrocapsaicina: ADP/ADM = CDP/CDM

Donde ADP = area del patron para dihidrocapsaicina

CDP = Concentracidn de dihidrocapsaicina en el patrén (0.136 mg/ml)
ADM = area de la muestra para dihidrocapsaicina

CDM = concentracién de dihicrocapsaicina en la muestra.

La concentracion de la muestra corresponde a:

Para capsaicina: CCM = (CCP x ACM x FD) / ACP

Donde FD es: factor de dilusion

Para dihidrocapsaicina: CDM = (CDP x ADM x FD) ADP
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Conocida la concentracién de Capsaicina o Dihidrocapsaicina em el extracto se calculan los
miligramos de capsaicina y dihidrocapsaicina por gramo de aji

Para capsaicina:

mg capsaicina/g aji = (CCM x VF) /' m

Donde VF = volumen final del estracto

M = masa de aji

Para dihidrocapsaicina

mg dihidrocapsaicina/g aji = (CDM x VF) /' m

Ejemplo

Calculo de la concentracién y los mg/g aji, para la capsaicina contenida en la muestra 52ay (area

obtenida: 558658, area del patron 7401594, factor de dilucién 3, Volumen final de etanol: 5ml).

La concentracion de capsaicina en el extracto etandlico corresponde a CCM
CCM = (0,204 mg/ml x 558658 x 3) / 7401594 = 0.0462 mg/ml
Los mg de capsaicina/g de aji corresponde a:

Mgcapsaicina/g aji = (0,0462 mg/ml x 5ml) /2.58 = 0.090 mg capsaicina/g aji
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Anexo 4 Metodologia de laboratorio para realizar pruebas serolégicas a virus
usando la técnica de ELISA
(Morales et al, 2005)

Las placas se trataron con los antigenos o muestras maceradas en dilucion
aproximada de 1/10 usando una solucion amortiguadora de carbonato de sodio
para el cubrimiento. Esta solucién también sirvi6 de control blanco. Como
anticuerpo se uso un anticuerpo monoclonal especifico (PTY 1) para Potyvirus
(AGDIA, Elkhart, IN), a una dilucion 1/200 en solucién amortiguadora de PBS-
Tween mas 0.2% de Sero — Albumina de bovino (BSASigma A-4503) y 2% de
Polivinilpirrolidona MW 40.000 (Sigma PVP-40).

Como conjugado se utilizd6 una inmunoglobulina comercial contra raton marcada
con Fosfatasa Alcalina (Sigma A-5153) en dilucién 1/2000, usando PBS-Tween +
0.2% BSA+2% PVP-40. Con la muestra y el conjugado se realizaron incubaciones
de 2 horas, a temperatura ambiente y con los anticuerpos monoclonales, se dejaron
las placas a 4°C durante toda la noche. La deteccion del complejo antigeno-
anticuerpo-conjugado, se realiz6é utilizando como substrato de color una solucion
fresca de P-Nitrofenil Fosfato (Sigma 104 105) a una concentracion de 1mg/ml en
tampon  Dietnolamina al 9.7%, pH 9.8. Las reacciones colorimétricas se
cuantificaron en valores de absorbancia a 405 nm usando un lector de ELISA
Dynex MRX a los 30 y 60 minutos de haber agregado el substrato, sin detener la
reaccion. En todas las pruebas de ELISA se incluyé un control positivo (Bean

common mosaic virus) y tejido de plantas sanas como control negativo.
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Anexo 5 Caracteristicas cualitativas de 128 introducciones de Capsicum del Banco de germoplasma de la

universidad Nacional de Colombia Sede Palmira

Fruto

Flor

maduro inmaduro seed | cantidad

union

base

antera  estigma pedunculo

corola

color | categoria

color

color

exersion posicion| Forma | cuello '&pice pedunculo | epidermis | céliz

mancha ' color

Planta

habito

Dpto lantula

Especie Pais

Tarro

hipoc| hojacq hojamadura

color color |color | forma | crecimi pubescqcolor

3
3
2
3
3
3
3
2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

COL COL
COL COL

MEX  MEX

y lann

ann
ann
fru

GUY GUY

COL COL
COoL Vval

fru

chi
fru

ECU ECU

COL Bva

10
13
14
16
18
22

ann
fru

COL Bva

COL Bva

fru
y ann
Ty ann

COL Bva

COL Cho

COL Ant

chi
bac

fru

24
26
32

COL Bva

COL Ant

BOL BOL

BRA BRA

chi
ann
ann
chi
fru

39
41

GTM GTM
CuB CuB

ECU ECU

PER  PER

42

43

52

fru

58
59
63
66
67

3

BRA BRA

CRI
CRI
CRI

fru

CRI
CRI
CRI

fru

ann
fru

3
3
3
3
3
3
3

CuB CuB
ECU ECU
SAL SAL

fru

69
70

72

fru

fru

fru GTM GTM
BRA BRA

73
77

fru
y ann

COL COL
COL COL

CRI

82

chi
chi
y ann
y ann
y ann

83
85
86
91

CRI

3
3
3

COL COL
COL Val

COL Cma
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Continuacion Anexo 5

Fruto

Flor
antera | estigma | pedunculo

maduro inmaduro seed | cantidad

union

base

corola

color categoria

color

color

exersion | posicion| Forma | cuello  &pice | pedunculo | epidermis  cdliz

mancha ' color

Planta

habito

Dpto lantula

Especie Pais

Tarro

hipoc| hojacq hojamadura

color color |color forma  crecimi pubescqcolor

3
3
2
3
3
3

COL |val
COL |Vval
COL |Val
CRI

fru

fru
y ann
y ann
ay ann

fru
y ann
ay ann
by 'ann
y ann

y

126
126
132
139
140
147

2

COL | Nno
CRI
CRI
CRI

150
161
161
161

CRI
CRI
CRI

2
2

USA USA

184 'y |ann

184
202
207
219
230

USA USA
CRI
CRI

ann
y ann

CRI
CRI

fru

y ann

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

ECU ECU

COL |val

fru

y
232 Ycy'ann

COL Cho

fru COL Val

233
240

COL |Ant

ann

COL |Vval

244 'y ann

261
266
266
279
283
283
293
300
301

USA USA

ann

by fru

COL |Csa

COL |Csa

fru

COL |Ant

ann

fru

COL | Nno

a

COL | Nno

fru

by fru

COL |Vval

COL |Gvr

ay fru

COL |Gvr

fru

COL |Ant

ann

fru

313
315
316
317
330
332
333

COL |COL

COL |COL

fru

COL |COL

fru

by fru

COL |Ant

COL |Ant

ay fru

COL |Ant

fru

336 “cy ann
336 Tby ann
336 “‘ay ann

336 'y ann

COL |Csa

COL |Csa

COL |Csa

COL |Csa
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Continuaciéon Anexo 5

Tarro Especie Pais | Dpto fantula Planta Hor | Fruto
hipoc| hojacq hojamadura habito corola antera  estigma pedunculo base uniéon maduro inmaduro | seed | cantidad
color color |color | forma | crecimi pubescdcolor | mancha color exersion posicion|Forma cuello &pice pedunculo epidermis cdliz 'color | color color | categoria
9Imc chi COL Cdb 3 1 3 1 7 7 4 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
10mec chi COL Cdb 3 2 3 1 7 5 2 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
11mc chi COL Cdb 3 2 3 1 7 7 4 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
14mc chi COL Cdb 3 2 3 1 7 7 2 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
15mc chi COL Cdb 3 2 3 1 7 7 4 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
17mc chi COL Cdb 3 2 3 1 7 7 4 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
18mc ann COL Cdb 2 2 4 3 7 3 1 6 5 7 5 5 2 3 5 7 2 9 4 1 2
19mc chi COL Cdb 3 1 3 2 7 5 2 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
20mec chi COL Cdb 3 1 3 1 7 7 2 6 5 5 7 3 1 1 2 5 1 8 4 1 3
692 fru COL COL 3 2 3 2 7 3 4 6 5 7 7 3 2 1 3 7 2 8 3 1 2
serrano ann |COL Val 3 3 4 2 3 3 1 6 5 7 3 5 2 4 5 7 2 8 3] 1 2
1002 chi COL Val 3 1 4 1 7 3 4 6 5 7 7 2 2 1 3 3 1 8 3 1 2

Tarro* numeracion asignada por el banco de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira
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Anexo 6 Caracteristicas cuantitativas de 128 introducciones de Capsicum del Banco de germoplasma de la
universidad Nacional de Colombia Sede Palmira
Tarro* | Especie,  Pais Dpto plantula planta flor Fruto

hoja cotiledonal hoja madura rto altura flor/axile petalos antera ' corola dias dias locus 'pedunculo, espesor long ancho peso nimero capsaicina

ancmn largo cm | anccm largocm 0 cm | # # |long long # # # cm mm cm cm g # mg/g
1y ann |COL COL 6 17 7 12| 189,4 40 2 5 3 6 89 94 3 3,402 1,26 0,993 0,77 6,8 32,21 0
1 ann |COL COL 6 16 3 10/ 63,94 30 2 6 4 14 56 60 3 3,448 3,805 9,431 2,782 2,02/ 33,38 0,238
2 ann |MEX MEX 10 25 2 14| 1525 60 1 5 5 9 94 102 2 2,747 0,81 4919 1914 51 29,94 0,45
3 fru GUY (GUY 9 25 4 7 240 47 1 5 5 7 92 98 2 3,233 0,54 2,248 0,672 8,26 29 0,101
4 fru COL COL 6 16 5 13| 96,22, 50 2 5 4 6 94 102 2 3,275 1,26 1,858 1,301 1,08 87,95 1,121
5 chi COL Val 7 18 5 14| 125,3 70 2 5 5 11 56 60 2 2,37, 1525 6,286 2,509 17,74 7,18 0,005
10 fru ECU ECU 6 12 9 14| 91,321 50 1 6 5 9 94 104 2 3,691 1,645 2,674 0,797 2,38 36,6 0,454
13 ann |COL Bva 5 24 5 5 190, 18 1 6 4 6 94 101 1/ 3,039, 0573 0,835 0,46 10 19 3E04
14 fru COL Bva 7 18 8 15 111 65 2 5 5 10 94 101 3 2,969 1,43 3,794 1,001 2,75 43,91 0
16 fru COL Bva 8 21 6 7 3365 26 1 6 5 11 89 96 2 3,235 1,531 8,76, 1,523 0,78 44,04 3,264
18y ann |COL Bva 10 20 5 8 403,3 80 1 5 4 5 108 117 2 2,801 1 3 1,5 78,95 7 0
22y ann |COL Cho 9 20 6 9 1918 24 1 6 5 11 100 109 1/ 2,061 0,488 0,613 0,431 8,81 23,04 0,015
24 chi COL Ant 9 27 5 17| 89,42 90 2 5 4 9 92 99 2 3,451 1,1 4,475 1,722 2,69 42,02 0,174
26 bac |COL Bva 9 25 6 14 123/ 60 1 6 5 12 89 92 3 3,15 0,69 13,22 1,967 6,23 20,44 A4E-04
32 fru COL Ant 7 16 8 12 53,5 29 2 6 4 8 108 114 1 2,771 0,84 2,829 0,79 0,87 61 0,059
39 chi BOL BOL 8 16 6 13 95,6 56 2 5 4 8 92 97 2 1,709 1,32 4,091 2,016 1,9 62 0
41 ann |BRA BRA 7 20 4 15 121 60 2 5 5 9 92 97 2 3,085 0,585 4,075 0,732 3,25 37 0,091
42 ann |GTM GTM 9 31 3 14 193] 55 2 5 4 8 89 92 2 2,354 1,26 3,7 1,847 55 35 0,231
43 chi CcuB CcuB 9 26 2 8 935 39 1 5 4 10 67 74 2 3,101 4,135 5,565 2,898 1,84 57 0,006
52y fru ECU ECU 9 25 4 10| 46,38 56 1 6 4 10 56 60 2 3,368 3,55 7,112 2,713 1,44 33,15 1,631
58 fru PER PER 6 17 6 15 315 25 2 5 4 10 100 109 2 3,322 1,035 3,192 0,763 0,61 51 0,013
59 fru BRA BRA 8 24 4 13 71,2 57 2 5 5 8 94 102 2 3,217 1,67 1,757 1,491 0,98 76 0,191
63 fru CRI CRI 5 17 6 19| 86,22 35 2 5 5 11 100 109 2 2,368 1,748 5,052 2,079 1,23 91,96 2,213
66 ann |CRI CRI 8 21 4 9 180/ 50 2 5 3 6 89 96 2 2,679 1,13 1,061 0,755 8,54 27,35 0,133
67 fru CRI CRI 10 20 7 13| 76,05 50 2 5 5 10 84 89 2 3,087 0,705 3,421 0,946 1,52, 105,6 0,539
69 fru cuB CcuB 5 17 5 9 159,1 100 2 5 4 9 89 94 2 3,065 0,955 4,082 1,625 3,99 39,73 0,283
70 fru ECU ECU 7 25 4 16/ 114,3 59 2 6 4 10 84 89 3 2,998 1,78 4,011 1,233 2,69 47 0,117
72 fru SAL SAL 7 22 3 10/ 113,7 50 2 5 5 7 98 101 3 3,029 1,7 1,692 1,673 1,28 103,4 0,177
73 fru GTM GTM 9 20 7 8 62,26 55 1 5 4 7 70 77 2 3,172 0,825 3,164 1,276 1,71 45,33 0,67
7 fru BRA BRA 9 22 5 11| 82,69 17 2 5 4 7 89 96 4 2,713 1,615 5,835 1,448 1,01, 98,65 0,99
82y ann |COL COL 10 37 5 16/ 180,9 83 2 5 4 10 89 94 2 2,504 1,85 5,541 2,518 19,09 9,7 0,007
83y chi COL COL 8 23 11 10 158, 17 2 5 3 8 98 106 3 2,769 1,638 6,173 2,765 59 27 0
85 chi CRI CRI 9 25 7 12| 109,5 60 2 5 5 9 92 97 2 2411 1,675 4,144 1,76 1,97 62 0,055
86y ann |COL COL 9 30 5 17| 176,8 70 2 6 5 13 92 97 2 3,006 1,21 5,972| 2,143 18,03 10,03 0,011
9ly ann |COL Val 7 23 5 14| 257,121 70 2 5 5 10 84 89 2 3,213 1,71 5,995/ 2,534 10,36 22,85 0,349
95y ann |COL Cma 9 33 4 13 287 55 2 5 5 10 92 97 2 3,94 1,75 5,399 2,785 21,59 14,22 0,26
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Continuacién Anexo 6

Tarro*  Especie  Pais Dpto plantula planta flor Fruto

cotirgtjiinal hoja madura rto altura | flor/axila petalos antera corola dias | dias locus  pedunculo espesor long ancho peso nimero _ capsaicina

anc largo anc largo

mm__ cm cm cm g cm # # long long # | # # cm mm cm cm g # mg/g
126y  fru COL  Vval 5 13 7 10 78,28 55 2 6 5 9 92| 97 2 1,731 1,35 4,047 1055 2559 32,55 5,41
126 ann COL  Vval 8 21 8 13 94,74 63 1 5 4 8 84| 89 3 3,497 1,22 2,689 0,89% 2,13 43,8 1,178
132y  ann COL  Vval 10 25| 55 14 281,6 100 1 5 5 10 94109 2 3,5 1,2 4,5 1,3 50,47 9 0,016
139y  ann COL  Vval 4 20 6 13 3116 67 2 5 5 10 84| 89 2 2,044 2,135 6,192 2,241 26,61 12,7 0,005
140ay ann COL  Vval 7 17 9 8 7935 12 1 6 4 7 94102 3 3,848 1,123 2,133 1,677 2,07 40,73 0,183
147y fru CRI CRI 9 20 4 8 7955 45 1 5 5 12 56| 60 2 2,615 3545 7,259 2,423 121 65,96 0,747
150y  ann COL  Nfio 7 18 5 15 171,1 64 2 5 5 10 89| 94 3 2,596 1,86 5,469 2,364 14,46 12,07 0,618
16lay ann CRI CRI 7 16 7 13 67,03 71 1 6 5 10 89| 96 2 3,219 1,081 4,044 1594 3,74 20,1 0,284
161by ann CRI CRI 7 18 7 15 86,2 30 1 5 4 10 94103 2 229 1,115 3,84 1425 2,33 37 1,069
161y ann CRI CRI 7 22 7 17 90,5 69 1 5 4 10 84| 89 2 3,5 1,75 5,211 1,086 3,08 32 0,142
184y ann USA USA 10 33 6 14 279,3 66 2 6 4 11 89| 96 2 3,398 2,05 5,723 2,582 24,22 11,93 0,705
184 ann USA USA 10 27 5 19 258,1 27 1 7 5 14 94102 3 2,441 5263 11,68 5,004 25,27 10,68 0,71
202y ann CRI CRI 7 32 3 13 124,5 60 2 5 5 10 98106 2 3,114 1,023 4,967 1,11 6,11 20,05 1,467
207 fru CRI CRI 7 23 4 12 92,6 50 2 5 4 7 89| 94 3 3,685 1,275 1,242 1,1 2,11 49 0,518
219y ann ECU ECU 8 16 7 10 33,27 45 1 7 5 10 56| 60 3 2,581 1,37 7,407 1,749 0,57 82,75 2,17
230y fru COL Val 8 16 4 10 72,47 46 2 5 5 7 92| 98 2 3,895 1,185 2422 1,085 1,14 71,55 0
232cy ann COL Cho 7 19 9 14 134,2 58 2 5 5 8 92| 97 3 3,635 1,775 4,37 1,455 3,89 41 0,012
233 fru COL Val 9 18 6 11 71 70 2 5 5 10 56| 60 3 2,749 1,56 2,952 2,165 0,99 75,82 1,46
240 chi COL Ant 7 16 6 10 170 19 2 5 5 11 96105 2 2,12 2,792 5,777 3,281 4,87 35,98 0
244y ann COL Val 5 16 3 13 1314 60 2 6 5 10 89| 96 2 3,215 0,91 3,228 1,355 4,33 31,69 0,166
261 ann USA USA 12 40 5 14 2129 66 2 5 5 11 92| 97 2 2,42 2,18 595 2,787 17,85 1214 0,176
266by  fru COL Csa 8 21 6 8 9478 50 1 5 5 9 89| 94 2 3,012 0,7 4,048 1,084 3,01 36,82 0,983
266y  fru COL Csa 8 23 6 13 1248 67 2 5 4 10 92| 97 2 3,204 1805 4,719 1,597 3,89 37,53 0,376
279 fru COL  Ant 6 18 9 12 147 100 1 5 4 8 89| 94 3 3,19 1,485 3,926 1,715 3,98 37 0,906
283a  ann COL  Nfio 9 25 7 12 90,77 45 2 6 5 14 56| 60 2 3,483 361 7591 2577 256 40,61 0,285
283 fru COL  Nfio 8 24 8 7 8022 60 1 6 5 12 56| 60 3 2,579 3,72 7,761 2,99 151 53,79 0,783
293by  fru COL  Vval 7 19 7 13 1036 54 2 5 5 11 84| 89 2 3,043 1,04 4831 1,73 2,75 4791 0,442
300ay fru COL  Gwr 7 20 5 13 107 60 2 5 4 7 92| 98 2 3651 1595 3,803 1,135 153 69,25 1,292
301 fru COL  Gwr 9 20 8 13 49,89 78 2 5 5 10 67| 74 2 2,494 1,17 3,204 1,466 1,7 35,555 1,856
313 ann COL  Ant 6 14 7 9 1243 17 2 7 3 9 96105 3 3,273 2,14 3,994 2,763 5,79 26,89 0
315 fru COL COL 5 14 7 5 5831 20 2 6 4 8 94102 2 2,569 1,138 2,083 1,248 0,78 81,88 0,187
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Continuacién Anexo 6

Tarro*  Especie  Pais Dpto plantula planta flor Fruto

cotirgtjiinal hoja madura rto altura | flor/axila petalos antera corola dias | dias locus  pedunculo espesor long ancho peso nimero _ capsaicina

anc largo anc largo

mm cm cm cm o] cm # # long long # # # cm mm cm cm g # mg/g
316 fru COL COL 7 16 6 10 52,7 16 1 5 4 7 100|108 3 338 2,756 2,503 2,334 0,66 8277 1,582
317 fru COL COL 8 24 6 9 50,44 60 2 5 5 10 56| 60 3 2,932 1,205 4976 2,079 093 70,81 0
330by  fru COL  Ant 6 22 8 10 61,37 40 2 5 5 8 56| 60 3 3,508 5,785 9,436 2,763 1,62 38,84 0,607
332ay fru COL  Ant 7 19 7 11 942 55 2 5 4 8 92| 97 2 1,477 1,39 5,019 1,742 3,17 39 1,24
333 fru COL  Ant 9 19 7 16 110 82 1 5 5 8 89| 94 3 3,017 1,1 2512 0,805 3,24 34 0
336cy ann COL Csa 7 22 9 18 126,8 68 2 6 5 9 89| 94 3 3,364 1,12 5,492 1546 4,08 33,97 0,804
336by ann COL Csa 7 22 8 14 138,2 70 1 5 4 8 94101 2 3,223 0,85 3,772 1,042 341 52 0,146
336ay ann COL Csa 7 18 6 7 7335 60 1 5 4 13 70| 77 3 3,185 1,67 9,594 1324 2,06 49,87 1,011
336y ann COL Csa 7 22 5 10 98,82 50 1 6 5 9 94104 2 3,384 1,305 4,712 1,578 2,67 38,48 0,296
337y fru COL Ssu 7 13 8 11 149,8 60 2 5 5 7 89| 94 2 2,476 0,805 3,426 0,818 3,41 47,26 0,348
351 fru COL Bva 7 19 11 7 206,8 47 2 5 3 6 94101 2 3,258 0,385 1,229 0,494 8,22 28,34 0
357 fru COL Ant 9 24 6 11 132,8 50 1 5 5 12 56| 60 4 3,038 2,345 10,01 4,787 1,56 97,72 2,616
360 chi COL Vpe 7 18 9 16 125,8 57 2 5 5 10 94102 2 2,327 1,05 4,599 2,076 4,68 31,69 0,372
364 ann COL Vpe 7 21 6 11 225,3 67 2 5 5 11 89| 94 2 1,372 1605 5451 2,393 11,53 20 0,094
436 fru COL Cag 7 20 8 20 130 75 2 5 5 10 89| 94 2 34 1605 5,674 2,628 4,24 36,22 1,192
497 chi COL Cag 8 20 7 5 234 30 1 5 2 5 92| 98 2 3,771 0,845 1,008 0,583 8,34 28 0
598 chi COL Pty 7 22 7 11 119,8 67 2 5 6 10 94100 2 3,315 1,285 3,953 1,581 3,84 36,49 0,195
615 fru COL Pty 8 19 5 12 34,42 50 1 6 5 8 94104 2 1,675 1,13 4,079 1,639 0,49 91,46 1,593
620 ann COL Pty 7 17 4 11 225,2 25 2 5 4 7 92| 99 1 3,423 0,931 1,588 0,429 8,64 28,34 0
631 chi COL Gui 6 15 5 6 176 39 1 5 2 5 92| 97 2 2,837 0,8 0,909 0,517 9,34 24 0
655 chi COL Pty 6 19 6 13 190 63 2 5 4 8 89| 94 3 2,338 0,605 3,271 0,777 9,48 20 0
707 ann BOL BOL 6 21 7 13 202,3 60 2 6 5 10 84| 89 3 3,958 1,655 5,757 2,673 23,3 8,63 0,003
904 fru COL COL 7 17 8 11 92,4 57 1 5 4 8 92| 97 2 1,657 1,36 4,343 2,095 1,87 61 0,169
957 fru COL  Vval 7 19 5 5 5794 64 2 5 4 10 56| 60 2 2,694 1,37 1,843 1,431 1,03 59,27 2,769
958 ann COL  Vval 10 35 7 12 172,760 2 5 5 9 56| 60 2 1,613 2,43 5,145 2,234 16,63 12 0,038
959 chi COL  Vval 8 18 6 5 956 12 1 6 5 9 70| 77 3 3,064 2,265 3,124 2,324 2,53 39 0,824
961 pub CoL Nfio 10 18 4 12 935 50 1 6 5 10 108|117 3 1,727 1,4 5322 1,858 2,5 43 0
968 ann CoL Nfio 10 26 9 13 146 17 2 6 3 9 94103 3 2,61 2096 3,731 3,331 5,22 28 0,006
970 ann COL  Vval 4 10 6 10 13,57 56 2 5 4 7 84| 89 2 5567 1,035 1,769 1,203 0,29 53,94 0,604
971 ann COL  Vval 3 10 5 7 2364 50 1 6 5 12 70| 77 2 2,991 0,96 6,733 1,218 0,2 1293 .
973 ann COL  Vval 8 24 4 10 33,21 45 2 5 3 10 70| 77 4 2,823 0,85 4,773 1,67 0,56 85,3 0,752
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Continuacién Anexo 6

Tarro*  Especie  Pais Dpto plantula planta flor Fruto

cotirgtjiinal hoja madura rto altura | flor/axila petalos antera corola dias | dias locus  pedunculo espesor long ancho peso nimero _capsaicina

anc largo anc largo

mm cm cm cm g cm # # long long # # # cm mm cm cm g # mg/g
974 ann COL  Vval 7 18 7 12 20,26 26 1 6 4 13 94104 2 2,256 3,967 7,242 2,208 0,49 51,17 1,169
975 fru COL  Vval 5 14 7 12 50,84 55 1 4 4 9 89| 94 2 2,278 0,925 3,376 1,122 0,53 121 2,066
977 fru COL  Vval 9 19 7 9 3659 26 2 6 4 8 92| 97 2 2,491 0,645 3,618 0978 0,82 45,27 1,456
980 fru COL  Vval 10 21 5 9 289 15 1 5 4 10 94104 2 2,892 1819 409 2475 0,26 109,7 0,149
981 fru COL  Vval 9 19 3 7 2765 31 1 6 5 12 100 | 108 3 2,7 1377 5221 1,779 0,69 50,39 0,234
987 ann COL  Vval 10 18 4 16 16,89 58 2 5 5 9 70| 77 3 3,585 092 4,368 1508 0,42 55,21 0,292
988 ann COL  Vval 7 14 4 6 7,77 30 1 5 4 10 56| 60 2 3,97 1,04 5589 1831 0,24 37,31 1,317
989 ann COL  Vval 7 19 5 7 2314 60 2 6 5 10 70| 77 3 3,586 253 494 2706 055 64,74 0,831
991 fru COL  Vval 8 20 8 10 32,1 50 1 5 5 12 56| 60 3 2,273 461 11,8 4919 0,53 60 3,441
993 ann COL Val 8 15 4 9 70,2 29 2 5 5 8 100|109 1 3,021 0,871 4,127 0,565 0,9 81
994 ann COL Val 9 17 4 11 25,71 60 2 5 5 10 89| 94 2 3,18 1,975 5,19 2,455 0,18 156,1 0,712
997 fru COL Val 10 22 7 12 67,59 66 2 6 5 8 70| 77 2 2,336 0,465 4,958 0,794 0,91 85,57 2,19
999 ann COL Val 8 16 2 9 19,7 63 1 6 4 10 56| 60 3 3,761 2575 4,805 3,871 0,4 56 0,007
2mc chi COL Cdb 8 18 7 13 186,3 60 2 5 4 7 89| 92 2 3,317 0,44 2,616 0,726 7,36 29,98 0
3mc chi COL Cdb 6 13 7 7 138,2 17 1 6 4 8 102|111 2 2,429 0,85 3,925 3,2 6,54 22,28 0
4mc chi COL Cdb 8 20 9 16 194,7 55 1 6 5 10 89| 94 4 3,165 1,955 14 1,922 6,71 30,68 0,005
6mc chi COL Cdb 8 17 7 11 1619 20 3 5 4 10 100 | 107 2 2,377 7,592 3,288 2,563 6,49 30,78 0
7mc chi COL Cdb 6 17 8 8 159,9 50 1 5 4 8 94101 2 4,814 0,72 3,235 0,81 6,13 29,89 0
9mc chi COL Cdb 5 15 8 7 210,8 65 1 5 2 5 100|106 2 2,74 0,61 0,853 0,587 8,47 28,03 0
10mc chi COL Cdb 7 19 10 10 1394 40 1 5 5 8 92| 98 2 3,258 0,52 2,681 0,711 56 27,31 0
11lmc chi COL Cdb 7 24 9 13 168,6 48 1 5 4 9 67| 74 1 3,058 0,8 2,48 0,788 7,66 25,86 0,044
14mc  chi COL Cdb 5 15 8 11 1642 50 3 5 4 5 100|109 2 3432 0,735 1,013 0,825 7,36 24,64 0,004
15mc  chi COL Cdb 8 20 8 9 1884 45 2 5 3 6 89| 94 2 3,135 1,78 6,25 2,494 5,63 34,5 0,002
17mc  chi COL Cdb 7 17 8 10 1574 37 2 5 5 7 108|115 4 3,071 0,775 1,047 0,833 7,01 27,03 0
18mc  ann COL Cdb 11 22 9 16 4392 78 2 5 5 10 89| 94 2 2,849 1,94 6,448 235 488 9 0
19mc  chi COL Cdb 6 17 7 13 1574 39 1 6 5 13 56| 60 3 3,24 2,55 7,787 4,046 6,09 30,31 0
20mc  chi COL Cdb 6 17 9 9 159,7 53 2 5 4 5 108|115 2 4,481 0,915 0,955 0,747 7,15 26,01 0
692 fru COL COL 4 15 8 11 68 59 1 6 5 12 56| 60 3 3,314 5,245 10,29 2,573 2 34 0
serrano _ann COL  Vval 7 22 6 11 S5E+05 57 1 6 6 17 56| 60 3 4,001 5,111 11,01 7,211 70,22 7.001 0
1002 chi COL  Vval 7 19 3 12 30 64 1 5 4 9 56| 60 3 3,408 1,4 7,278 2,47 1,5 60
Tarro*  numeracion asignada por el banco de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira
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Anexo 7 Promedio y varianzas de peso de fruto, rendimiento y cantidad de frutos por planta para
100 introducciones de Capsicum

Tarro fruto Varianza rendimiento Varianza Cantidad Varianza capsaicina
promedio frutos
1y 6.8 0,21 189,44 4000,89 32,21 140,43 0
1 2,02 0,42 63,94 1392,62 33,38 223,64 0,2384
2 51 0,05 152,53 1713,73 29,94 14,32 0,4496
1,08 0,01 96,22 1901,63 87,95 1884,1 1,1217
5 17,74 2,27 125,28 179,4 7,18 2,077 0,0059
10 2,38 0,33 91,32 2632,02 36,6 195,76 0,4542
14 2,75 0,29 111,01 3707,01 43,91 359,56 0
16 0,78 0,06 33,65 159,22 44,04 57,36 1,3225
18y 78,95 8,33 403,3 14467,71 5,33 1,29 0
22y 8,81 0,22 191,78 438,43 23,04 7,34 0,0147
24 2,69 0,67 89,42 1852,49 42,02 953,519 0
26 6,23 1,05 122,98 2253,2 20,44 30,11 0,0004
52y 1,44 0,064 46,38 14,67 33,15 24,87
63 1,23 0,03 86,22 848,96 91,96 909,98 2,9752
66 8,54 6,89 179,96 6617,06 27,35 274,88 0,1338
67 1,52 0,3 76,05 44,85 105,56 2218,98 0,5395
69 3,99 0,56 159,11 1597,98 39,73 46,89 0,2829
72 1,28 0,15 113,65 347,83 103,39 860,34 0,177
73 1,71 0,57 62,26 275,87 45,33 425,93 0,8807
77 1,01 0,03 82,69 197,37 98,65 287,67 0,9899
82y 19,09 2,67 180,88 2701,12 9,7 8,38 0,0072
85 1,97 0,06 109,51 1523,11 62 386,86 0,0547
86y 18,03 0,36 176,79 1075,58 10,03 2,32 0,011
91y 10,76 3,33 257,14 21371,45 22,85 155,94 0,3082
95y 21,59 0,83 286,97 5424,28 14,22 12,12 0,2628
126y 2,47 1,52 78,28 3443,87 32,55 133,09 5,4109
126 2,13 0,0004 94,74 1409,36 43,8 254,79 1,1783
132y 50,47 44,99 281,6 17299,36 5,53 1,73 0,016
139y 26,61 8,61 311,59 3091,7 12,7 2,73 0,0045
140ay 2,07 0,20 79,35 1721,21 40,73 366,58 0,1825
147y 1,21 0,03 79,55 1564,04 65,96 1176,82 1,493
150y 14,46 1,24 1711 424,29 12,07 3,12 0,6185
16lay 3,74 0,05 67,03 198,45 20,1 32,34 0,2848
161by 2,33 0,27 56,19 328,5 25,95 45,61 1,0686
161y 3,08 1,58 49,5 269,69 19,3 49,22 0,1416
184y 24,22 0,28 279,3 12819,74 11,93 16,1 0,3572
184 25,27 12,16 258,14 6426,13 10,68 9,31
202y 6,11 0,167 124,45 1838,08 20,05 39,42 1,4674
219y 0,57 0,03 33,27 189,51 82,75 3909,6 2,1703
230y 1,14 0,02 72,47 246,94 71,55 351,1 0
233 0,99 0,02 71,003 78,28 75,82 167,18 1,4697
240 4,87 0,34 169,96 14010,87 35,98 397,44 0
244y 4,33 0,12 131,39 265,34 31,69 4,33 .
261 17,85 0,95 212,9 367,47 12,14 2,96 0,1764
266by 3,01 1,56 94,78 8396,43 36,82 988,1 1,8988
266y 3,89 1,84 124,75 1630,83 37,53 347,96 0,3759
279 3,98 1,04 176,64 3148,03 55,63 873,91 0,9058
283a 2,56 0,08 90,77 302,62 40,61 35,59 0,3934
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283 1,51 0,16 80,22 2115,42 53,79 575,65 0,7828
293by 2,75 0,2 103,61 4521,63 47,91 978,97 0,4418
300ay 1,53 0,09 106,97 4334,34 69,25 2412,9 1,2921
301 1,7 0,23 49,89 324,84 35,55 104,97 1,8558
313 4,82 0,08 124,29 1922,42 26,83 85,16 0

315 0,78 0,01 58,31 1080,8 81,88 2868,32 0,1865
316 0,66 0,09 52,7 2248,12 82,77 1588,9 1,5821
317 0,93 0,17 50,44 88,58 70,81 1710,16 0
330by 1,62 0,18 61,37 118,04 38,84 17,3 1,2832
333 3,24 0,1 16,2 2,17 5,2 0,39 0
336ay 2,06 0,25 73,35 184,98 49,87 314,48 1,0113
336by 3,41 0,12 138,22 2510,96 72,93 1113,81 0,1461
336cy 4,08 0,62 126,75 2552,72 33,97 133,08 0,8042
336y 2,67 0,09 98,82 6986,2 38,48 930,54 0,2966
337y 3,41 0,27 149,78 1989,44 47,26 105,99 0,3483
351 7,45 0,75 206,81 2620,73 28,34 24,34 0,0014
357 1,56 0,014 132,83 526,1 97,72 299,02 3,6449
360 4,68 0,85 125,77 1187,98 31,69 32,71 1,372
436 4,24 0,69 129,97 3661,78 36,22 127,61 1,1923
598 3,84 4,39 119,78 3123,22 36,49 80,93 0,2562
615 0,49 0,005 34,42 63,87 91,46 123,84 1,5933
620 8,64 4,97 225,2 7962,92 28,34 55,96 0

707 23,3 51,77 202,3 9584,5 8,63 8,97 0,0033
957 1,03 0,01 57,94 163,45 59,27 45,58 2,7694
958 16,63 28,13 172,7 2765,99 44,24 1551,59 .

968 5,22 1,11 42,76 28,82 8,72 4,56 0,0056
970 0,29 0,08 13,57 22 53,94 670,79 0,8018
971 0,2 0,01 23,64 213,4 129,3 5323,57 .

973 0,53 0,08 33,21 411,77 85,3 2782,73 1,5807
974 0,49 0,06 20,26 99,55 51,17 247,27 1,4063
975 0,53 0,09 50,82 184,39 121,01 598,2 2,0663
977 0,82 0,07 36,59 0,93 45,27 32,75 .

980 0,26 0,01 28,9 432,71 109,71 5563,07 0,1487
981 0,69 0,01 27,65 70,25 50,39 290,79 0,234
987 0,42 0,04 16,89 30,81 55,21 886,58 0,5781
988 0,24 0,09 7,77 2,67 37,31 158,91 1,3171
989 0,51 0,01 23,14 163,11 64,74 1235,63 1,1074
994 0,18 0,03 25,71 4,97 156,13 3225,44 .

997 0,91 0,01 67,59 1323,44 85,57 899,38 3,0488
10mc 5,6 0,53 139,43 3116,4 27,31 159,76 0
1lmc 7,66 1,16 168,64 5793,13 25,86 215,23 0,044
14mc 7,36 1,71 164,23 1094,23 24,64 20,06 0,0036
15mc 5,63 0,17 188,38 11300,82 34,5 361,63 0,0017
17mc 7,01 0,06 173,87 2011,56 27,03 41,5 0
19mc 6,09 0,43 157,42 8726,32 30,31 482,13 0
20mc¢ 7,15 0,02 159,74 4769,61 26,01 64,68 0

2mec 7,36 0,29 186,31 2061,01 29,98 151,44 0

3mc 6,54 1,67 138,17 4568,53 22,28 112,68 0

4mc 6,71 1,92 194,73 2113,98 30,68 40,55 0,0051
6mc 6,49 0,82 161,94 1440,17 30,78 2,34 0

7mc 6,13 0,62 159,9 1018,13 29,89 7,5 0

9Ime 8,47 6,48 210,77 5813,37 28,03 66,49 0
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