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RESUMEN

En aji y pimenton Phytophthora capsici es una de las enfermedades mas limitantes
a nivel mundial. En nueve municipios del Valle del Cauca (Roldanillo, Toro,
Darien, La Union, Palmira, Candelaria, Yumbo, Bolivar, y Yotoco) se obtuvieron 62
aislamientos de fincas productoras. La identificacion de la especie se llevo a cabo
usando los cebadores PCAP vy ITS5 los cuales amplificaron un fragmento de
864bp, el corte con la enzima Mspl gener6 cuatro fragmentos de 140, 194, 219, y
290bp, caracteristicos de la especie Phytophthora capsici. Dos aislamientos del
municipio de Darién (DR59 y DR60),no generaron el patron de bandas
caracteristico para la especie P. capsici. Para corroborar estos resultados se
emplearon los primers A2 y 12 los cuales amplifican un fragmento de 752bp, el
corte con la enzima Mspl gener6 cuatro fragmentos de 77, 204, 221, y 250bp lo
cual permitié identificar 60 aislamientos como P. capsic. Los aislamientos de
Darién (DR59 y DR60) al ser cortados con la enzima Mspl mostraron tres

fragmentos de 221, 250 y 281bp permitiendo identificarlos como P. capsici.

Los amplificados con los cebadores A2 y 12 para los aislamientos DR59, DR60,
RD39, y YB41 se secuenciaron y se alinearon por el método CLUSTAL W con
secuencias reportadas en las bases de datos para las especies P. capsici, P.

citrophthora, P. tropicalis, y P. mexicana.

La patogenicidad se evalu6 por el método de decapitacion, los aislamientos fueron
analizados mediante el agrupamiento de medias de Wards, formando cuatro
grupos de patogenicidad. Estos resultados muestran que hay variabilidad en la
capacidad para causar enfermedad entre los aislamientos por lugar de origen, y

también variacion en la patogenicidad dentro de cada sitio de muestreo



Para determinar la variabilidad genética de los aislamientos se utiliz6 la
amplificacion aleatoria con cebadores microsatelites RAMs: AG, CA, CCA, GT,
CGA.. El valor de heterocigosidad total fue de 0,276 lo cual sugiere que en las
poblaciones evaluadas hay una diversidad genética intermedia, dato relacionado
con el porcentaje de loci polimérfico, que para nuestro caso fue de 93,90%. El
método de clasificacion UPGMA mostro significancia entre los grupos geograficos,
a un nivel aproximado de similitud de 0,70 se formaron cuatro grupos. El valor de
Fst encontrado en este estudio fue de 0,2863 (D.S= 0,0254; 1000 replicaciones)
lo que indica que existe una alta diferenciacién genética entre las poblaciones de
Phytophthora. El analisis de varianza molecular para los grupos por sitio de
colecta mostro que existe un 46% variacion entre los aislamientos de cada
poblacién. Esta variacion podria indicar la existencia de subpoblaciones dentro de
cada grupo. El 54% restante se debe al componente de varianza genética entre
grupos, la cual fue significativa (P> 0.010), indicando que existe diferenciacion

genética entre los grupos de Phytophthora evaluados.

Palabras clave:, Phytophthora capsici, RAMs, variabilidad genética,

secuenciacion, patogenicidad.



ABSTRACT

Phytophthora capsici from pepper and sweet pepper is one of the most important
disease of the world. In nine locations from Valle del Cauca (Roldanillo, Toro,
Darien, La Union, Palmyra, Candelaria, Yumbo, Bolivar, and Yotoco) were
obtained 62 isolates producing fields. The identification of the species was carried
out using primers ITS5 and PCAP, which amplified a 864bp fragment, cutting with
the enzyme Mspl generated four fragments of 140, 194, 219 and 290bp,
characteristic of the species Phytophthora capsici. Two isolates from Darién (DR59
and DR60), did not generate the characteristic banding pattern for P. capsici. To
confirm these results we used the primers A2 and I2 which amplify a 752bp
fragment, cutting with the enzyme Mspl generated four fragments of 77, 204, 221,
and 250BP which allowed identifying 60 isolates as P. capsic. Darien isolates
(DR59 and DR60) when cut with Mspl enzyme showed three fragments of 221,
250 and 281bp provide for identification as P. capsici.

The amplified with primers A2 and 12 for isolates DR59, DR60, RD39, and YB41
were sequenced and aligned by CLUSTAL W method with sequences reported in
the databases for the species P. capsici, P. citrophthora, P. tropicalis, and P.

mexicana.

Pathogenicity was assessed by the method of decapitation, the isolates were
analyzed by grouping Wards average, forming four groups of pathogenicity. These
results show that there is variability in the ability to cause disease among isolates

by origin, and variation in pathogenicity within each sampling location.

To determine the genetic variability of the isolates were used random amplified
microsatellite (RAMs): AG, CA, CCA, GT, CGA. The results showed a

Heterozygosity of 0.276 suggesting that there are populations evaluated genetic



diversity intermediate data related to the percentage of polymorphic loci (93.90%).
The method of classification UPGMA showed significance differents between
geographical groups, of similarity of 0.70 were formed five groups. The Fst value
was 0.2863 (SD = 0.0254; 1000 replications) indicating that there is a high genetic
differentiation among populations of P. capsici. The analysis of molecular variance
for collecting site groups showed that there is a 46% variation between isolates of
each population. This variation indicated the existence of subpopulations within
each group. The remaining 54% is due to genetic variance component among
groups, which was significant (P> 0.010), indicating that there is genetic

differentiation between groups of Phytophthora capsici evaluated.

Keywords:, RAMSs, genetic variability, sequencing, pathogenicity.



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del aji

La comercializacion de ajies y pimentones ha registrado un crecimiento positivo a
causa del aumento de la poblaciéon, la demanda para la exportacion y el

significativo aumento en los usos industriales (Rodriguez, 2000).

Segun FAO (2010), la superficie cultivada de Capsicum tanto en fresco como seco
en el mundo esta alrededor de 3.601.703 has, que representan una produccion de
29.907.932,8 toneladas y un rendimiento promedio de 15.2 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 también se
ubican grandes productores (Tabla 1).

Colombia esta sembrando aji para exportar en los departamentos de Magdalena,
Valle del Cauca, Bolivar, La Guajira, Cordoba (Figura 1), en pequefia cantidad
para mercados de Estados Unidos y Meéxico. Magdalena es el principal
departamento productor con 843 hectareas y un rendimiento de 79Ton/ha, en
segundo productor de aji es Bolivar con 367hectareas y 8,9Ton/ha, pero es el
Valle del Cauca el que presenta los mayores rendimientos con 15,7Ton/ha y un
area sembrada para el 2011 de 134 hectéareas (tabla 2).
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Tabla 1.Principales productores de aji a nivel Mundial

Pais Area cosechada Produccion (t)
(ha)
China 652510 14026272
Indonesia 204048 1128790
Nigeria 92500 723000
Turquia 88000 1759224
Mexico 87863 1890428
Ghana 78000 279000
Etiopia 63800 138191

Fuente: FAOSTAT 2009
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Tabla 2. Area, Produccion y rendimiento del cultivo de Aji en Colombia

—gr I — e 2011
CEPARTAMENTD Araa Produon. Rand Arsa Pre-dua. RAend Area Produs. Rardd Arsa Produs. Rand Arsa Produws. Rar-d
Hal I [Eohal Ha 14] Jggs iHas 141 e [z I iKghas iHags i Eohal
ANTIOQUIA 44 145 3205 o0 340 3434 142 551 3.BE0 55 202 5,353
ATLANTICO &2 400 5076 165 T4E 487 ] 415 4,663 113 633 5.354 183 ooz 5.343
BOLIVAR 413 2840  BETT 333 1280 6.814 487 3.865 7036 553 4337 7.816 387 3280 B.3a7
BOYACA 15 73 4 887
CALUCA 3 22| 2750
CESAR a3 BGG 10.1B8 65 €34 10.780 73 B3z  10.6567 15 120 B.000 3g 138 3.538
CcORDOBA 103 477 BS515 236 2306 10.153 150 1.433 9.013 154 1.567 10175 114 g2z 3.088
LA GUAJIRA 162 1176 7.253 207 1601 7.734 185 1.303 7480 32 1610 A.078 244 1.527 £.258
MAGDALENA p45 7671  BO012] 1217 10,186 B.378 QEd 7485 7501 502 5451 0.708 343 674 7.017
SANTAMDER 15 78| 5267 28 140 5000 17 78 4.5E8 24 112 4 65T g 32 4 000
SUCRE 158 1370 884D 160 1.724 G478 122 BED 7.287 aa 57T B.742 57 563 0.877
VALLE DEL CAUCA 180 3736 17.051 151 2477 16.404 145 2415 16.655 1a7 3040 18357 134 2111 15754
TOTAL 7158 18537 £586 2625 21890 8341 2368 15145 8085 2083 17992 BE38 2045 16515 B.OTE

Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2012)
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El consumo de aji se ha incrementado y puede ser una importante fuente de
vitaminas para la poblacion mundial. Los antioxidantes de las vitaminas A, C y
E estan presentes in altas concentraciones en varios tipos de aji. El aji es una
buena fuente de de muchos de los nutrientes esenciales. El aji produce alta
cantidad de vitamina C, provitamina A, E, P (citrina), B; (tiamina), B,
(riboflabina), y B3 (niacina) (Bosland y Votava, 2000).

No es solo su calidad nutricional lo que hace al aji un alimento importante.
Segun Melgarejo et al. (2000), por su naturaleza medicinal el género posee
propiedades terapéuticas: con frecuencia se utiliza para estimular el apetito,
como diurético, para ayudar a desinfectar las mucosas y aliviar las molestias de

algunas afecciones de las vias respiratorias.

MAYOR PRODUCTOR
DEPARTAMENTO: Magdalena
MUNICIPIO: Fundacion

Departamento Participacion %

Convenciones

a Gu slllgs 9.2 . Maryor Productor
O 2 Mayor Product
{0 3 Mayor Product
{0 # Mayor Product
@ 5 Mayor Product

Total 100,0 Y, Otros Productores

o o o O

nformacidn correspondiente a ano agr cola
Figura 1 Distribucion por departamentos de la particion en la produccion de aji
en Colombia. (Ministerio de Agricultura y desarrollo rural 2010)
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1.2Problemas de produccion

Las enfermedades y plagas son la limitante primaria de la produccion del aji y
el pimenton. El aji es susceptible a varias enfermedades y plagas las cuales

pueden reducir la produccion y calidad de los frutos (Bosland y Votava, 2000).

Segun Pardey (2008), 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.

Dentro de las enfermedades que afectan el cultivo de aji y pimentén en el Valle
del Cauca se encuentra la causada por el oomyceto Phytophthora capsici

Leonian, una de las mas importantes enfermedades del aji (Silvar et al., 2005)

La marchitez causada por Phytophthora capsici es una enfermedad de
importancia econdmica a nivel mundial. En las zonas productoras de aji para
exportacion en el Valle del Cauca, este oomicete se ha convertido en una de
las principales limitantes para el cultivo de aji, debido a que es capaz de
infectar virtualmente cualquier parte de la planta, atacando raices, tallos, hojas
y frutos, y su control es muy deficiente. Actualmente no existen en el mercado

nacional cultivares con resistencia efectiva contra esta enfermedad.

El desarrollo de cultivares que posean resistencia genética durable proporciona
la mejor perspectiva para un control seguro eficiente, econémico, y ambiental
contra Phytophthora (Paz, 2004). De esta forma el mejoramiento genético es
una alternativa viable para reducir el efecto negativo del patégeno en la
produccion de aji y pimenton. El programa de Mejoramiento genético,
agronomia y produccion de semillas de Hortalizas de la Universidad Nacional
de Colombia, en proyectos de mejoramiento para resistencia a P. capsici en aji
y pimentdén ha obtenido aislamientos de diferentes zonas productoras en el

Valle del Cauca.
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De ahi la importancia de conocer la diversidad de este microorganismo ya que
esto posibilitara planear estrategias de manejo de la enfermedad y seré pieza

clave para optimizar el programa de mejoramiento de aji y pimenton.

Por lo tanto el presente trabajo tiene como objetivo caracterizar la variabilidad
de aislamientos del oomiceto, en el Valle del Cauca, y especificos identificar
molecularmente las especies de Phytophthora causantes de la enfermedad en
aji y pimentén, caracterizar la variabilidad genética de aislamientos de
Phytophthora capsici, colectados en cultivos de aji y pimenton en el Valle del

Cauca, y evaluar la patogenicidad de los aislamientos de P. capsici.
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REVISION DE LITERATURA

2.1 Agente causal

El tizon causado por Phytophthora capsici, es una enfermedad devastadora en
aji. P. capsici fue primero descrita por Leonian en 1922 en aji en Nuevo
México. Esta enfermedad fue subsecuentemente reportada en muchas otras
areas del mundo donde se siembra aji, causando pérdidas de produccion hasta
del 100% (report on Plant Disease, 2001).

Nueva Clasificacion Taxondmica de Phytophthora capsici

Reino: Chromista

Phylum: Oomycota

Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora
Especie: Phytophthora capsici

Fuente: Catalogue of life 2013

Los oomycetes, estan mas relacionados con las algas, dado que presentan

meiosis en los gametangios, por lo tanto sus nucleos vegetativos son de

22



naturaleza diploide. Son conocidos como organismos “heterocarintes”, o que
significa que poseen flagelos en las zoosporas con longitud y ornamentacion
diferente. Los flagelos se presentan en pares, un flagelo largo u adornado con
nastigonemas (pelos) distintivos (plumosos) y un flagelo mas corto, delgado,

cilindrico y en forma de latigo o flecha (Jaramillo, 2003).

Los oomycota han sido considerados hongos porque ellos obtienen sus
nutrientes por absorcion y muchos de ellos producen hilos filamentosos
conocidos como micelio caracteristico de muchos hongos. Los oomycota son
ahora clasificados como un grupo distinto basados en un namero Unico de
caracteristicas (Tabla 3). Todos los miembros de los oomycota experimentan
reproduccion oogama, lo cual significa que las oosferas diploides son
producidas como zigotos seguidos de la fertilizacion de las oosferas haploides
por los gametos haploides. Estas oosferas pueden ser largas y solitarias o
pequefias y numerosas dentro del oogonio (Rossman y Palm, 2007).

Tabla 3. Principales diferencias entre los Oomycota en los Chromista y los
hongos verdaderos (Chytridiomycota, @ Glomeromycota, Zygomycota,
Ascomycota, Basidiomycota)

Caracter Oomycota Hongos verdaderos

Reproduccion Heterogamentangia, No producen oosferas ; la

sexual fertilizacion de oosferas por reproduccion sexual resulta
nacleos del anteridio en zygosporas, ascosporas
formando oosferas 0 basidiosporas

Estado Diploide Haploide o dikariotico

nuclear del

micelio

vegetativo
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Composicion  Beta glucanos, celulosa Quitina, raramente celulosa

de la pared esta presente

celular

Tipos de Heterokonte, de dos tipos, Si producen flagelos,
flagelos en uno de movimiento, generalmente de un solo
las orientado posteriormente, la tipo: posterior, de
zoosporas, si otra fibrosa, ciliada, movimiento

son orientada posteriormente

producidos

Mitocondria Con cristales tubulares Con cristales planos

Rossman y Palm, 2007

Todas las especies del género poseen un micelio hialino, continuo, de paredes
paralelas o irregularmente calibradas, donde pueden observarse abundantes
gotas oleaginosas. El micelio es cenocitico, observandose solo raramente la
presencia de algunos tabiques que normalmente se encuentran separando las
partes viejas carentes de protoplasma (Boccas y Lavilla, 1976; Waterhouse,
1963; citado por Echemendia, 2007).

Los esporangios de varias especies de Phytophthora varian bastante en la
forma, usualmente son ovoides-elipsoides a piriformes (Hermes, 1987), segun
Islam et al. (2005), el rango medio de la longitud de los esporangios de P.
capsici se encontro entre 42.2 a 55.4um, y el rango medio del ancho de los
esporangios vari6 desde 24.0 a 39.1um. La relacion longitud/ancho del
esporangio varié desde 1.3 a 1.8 entre los 57 aislamientos evaluados.
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Las zoosporas son basicamente de forma ovoide y poseen una ranura que la
atraviesa longitudinalmente la zoospora desde punta anterior hasta rodear la
parte posterior de la célula. Esta ranura es superficial hacia cada final y mas
profunda en el centro de los dos flagelos (Hermes, 1987), ya que las
zoosporas son biflageladas, el flagelo anterior es plumoso y el flagelo posterior
es liso (Carlile, 1987).

Las clamidosporas desarrolladas por Phytophthora por expansiéon esférica de
algunos tipos de hifas o por una hinchazon localizada de una hifa tubular para
producir un espora Terminal o intercalaria de un rango de 8 a 15um de
diametro. Las clamidosporas pueden ser producidas individuales, en cadena, o
el clusters intercalados con hifas hinchadas no diferenciadas (Hermes, 1987).
Islam et al. (2005) encontré6 para Phytophthora capsici clamidosporas
individuales, terminales, o intercaladas, de color amarillo palido. El diametro de
las clamidosporas estuvo entre 20 a 27.5um. EIl grosor de la pared de las

clamidospora estuvo entre 2 a 2.5um.

2.2 Hospederos

Phytophthora capsici puede infectar gran variedad de plantas cultivadas,
ornamentales, forestales, y de malezas pertenecientes a diversas familias de
plantas, Tian y Babadoost (2004), evaluaron 45 especies de plantas,
encontrando 22 especies de plantas cultivadas y 2 especies de malezas
exhibiendo sintomas de dampingoff. Todas las Cucurbitaceae y Solanaceae, y
la mayoria de las plantas de Chenopodiaceae, evaluadas presentaron sintomas
de la enfermedad. Siendo las Cucurbitaceas y el aji las mas susceptibles a P.
capsici, con mas del 50 y 95% de sus plantulas infectadas y desarrollando
sintomas dentro de los 3 y 12 dias después de la inoculacion, respectivamente.

La infeccion en remolacha, zanahoria, berenjena, frijol verde, frijol blanco,
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hierba mora, rdbano, arveja, espinaca, acelga, tabaco, tomate, nabo, y hojas
de terciopelo desarrollaron sintomas leves. Sin embargo, mas del 50% de las
plantulas de estos cultivos desarrollaron sintomas dentro de los 12 dias
después de la inoculacién. La cebolla fue la menos susceptible. Algunos
forestales y arboles de navidad ( Abies fraseri) tipicos de norte America
también son infectados por P. capsici (Quesada, 2009), la especie Epipremnum
aureum fue reportada por Wick y Dicklow como nuevo hospedero de P. capsici
en 2002, en geranio por French et al. ( 2006).

2.3 Sintomatologia

P. capsici es capaz de infectar virtualmente cada parte de la planta de aji. El
patdogeno causa pudricion de la raiz y de la corona en aji y forma lesiones
negras distintivas en el tallo. El patégeno también puede infectar las hojas y
causar lesiones que son circulares, marron grisaceo y lesiones humedas
(Ristaino y Johnston, 1999). En todos los hospederos afectados por la
pudricién de la raiz causada por Phytophthora, muchas de las raices pequefas
mueren, mientras que las raices grandes muestran lesiones necroticas cafés.
En plantas jévenes o en plantas suculentas viejas todo el sistema de raices se
debilita, seguido por una muerte mas o menos rapida de la planta (Agrios,
2005). En especies menos susceptibles se presenta retraso en el crecimiento,

llagas, y anillado ( Granke et al., 2012).
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2.4 Epidemiologia

2.4.1 Ciclo de vida

P. capsici produce esporangios caducos que pueden ser dispersados por el

viento-lluvia o liberar de 20 a 40 zoosporas moéviles en presencia de agua libre

en la superficie. La fase policiclica del desarrollo de la enfermedad se piensa

esta dirigido principalmente por la dispersion de esporas asexuales a una

escala local (dentro y entre los surcos) (Lamour y Hausbeck, 20002).

Sporangium

Zoospore Release

\ ’-— .

Oospore germinating / ® \
by sporangium l

%ﬂ'
/ germinating

by germ tube
\ ! Antheridium

and Oogonium

Oospore
Formation

Figura 2 Ciclo de vida de Phytophthora capsici
1999)

/1 ’/’ Sporangium
V | zoospore
lisie
Sporangiophore and | Retente
sporangia v
PR
L2

en aji (Ristaino y Johnston,

Los esporangios pueden germinar directamente, formando hifas que penetran

la superficie del hospedero. Los esporangios de la mayoria de los oomicetos,

incluyendo ambos patégenos de hojas y de raices, son capaces también de

germinar indirectamente, produciendo zoosporas moviles que

interaccion con la planta (Hardham, 2007).
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Phytophthora tiene un genoma diploide (Rossman y Palm, 2007; Bartual et al.
1991), la reproduccion sexual requiere de ambos tipos de apareamiento Al y
A2, para completar el estado sexual ( Hausbeck y Lamour, 2004; Lamour y
Hausbeck, 2002; Bartual et al., 1991). Cada tipo de apareamiento produce
hormonas que son responsables de la diferenciacion de los gametangios en
tipos de apareamiento opuestos, produciendo un gametangio masculino,
llamado anteridio, y uno femenino, llamado oogonio. La meiosis ocurre dentro
del gamatangio, y la plasmogamia y kariogamia resulta en la formacién de

oosporas, las cuales son esporas sexuales (Ristaino y Johnston, 1999).

2.4.1 Diseminacion

El patégeno puede dispersarse por varios mecanismos distintos de acuerdo
con Ristaino y Johnston (1999), incluyendo movimiento de inoculé primario
desde la raiz a otras raices cercanas via i) crecimiento de la raiz hacia el
inoculd, ii) movimiento del inoculo hacia la raices, iii) contacto raiz a raiz
(Ristaino y Joshnston, 1999). EIl inocul6 también puede dispersarse en la
superficie del agua, o el inoculo puede ser dispersado por la salpicadura desde
el suelo a las hojas, tallos, o frutos. La dispersion aérea de lesiones
esporuladas en tallos, hojas o frutos también puede ocurrir en este

patosistema.

El oomiceto produce esporangios asexuales, en aquellas especies en las
cuales los esporangios son dehiscentes (caducos), ellos pueden ser
transportados grandes distancias con el viento y, como ejemplo la rapida
dispersiéon de P. infestans a través de Europa en 1800, son propagulos

efectivos de diseminacion (Hardham, 2007).

2.5 Variabilidad patogénica de P. capsici

Islam et al. (2005) estudiaron 57 aislamientos de P. capsici colectados de 22

campos de calabazas en seis ciudades en el centro de lllinois durante el
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periodo comprendido entre 2000-2001. Los resultados de este estudio
mostraron diferencias significativas en virulencia entre los aislamientos, el
andlisis de Cluster separ6 24 aislamientos de P. capsici en seis grupos RAPD,
los cuales correspondieron a seis grupos de patogenicidad. No se encontraron
relaciones significativas entre ambos virulencia o genéticas de los aislamientos
y las localidades. Probablemente porque la zona de estudio se encontraba

localizada dentro de aproximadamente 30Km a la redonda.

En Korea nueve aislamientos de P. capsici provenientes de calabazas y aji
de diverso origen geografico, incluyendo Korea, Francia, Italia, y Estados
Unido, fueron evaluados en nueve cultivares de calabaza Koreanos vy
Japoneses bajo condiciones controladas. Se encontro diferencias significativas
entre la patogenicidad de los aislamientos, los aislamientos de calabaza
P98130, P98131, y P98132 fueron méas patogénicos que los aislamientos
provenientes de aji; lo cual sugiere que los aislamientos provenientes de
calabaza pueden poseer factores de virulencia especificos para la interaccion

de calabaza en comparacion con aji (Kook et al., 2001).

2.6 Diversidad genética de P. capsici

Investigaciones moleculares significantes en la diversidad genética de P.
capsici no se registran en la literatura hasta pasados los 80s y principios de los
90s, cuando analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) de ambos DNA mitocondrial y nuclear fue conducido en
aislamientos de localidades geograficas ampliamente diferentes, afios, vy
hospederos localizado en coleccion de cultivo de Phytphthora de todo el
mundo de la Universidad de California Riverside (Forster et al., 1989; Mchau et

al., 1995; Oudemans et al.; 1991, citado por Hausbeck y Lamour, 2004).

En el suroeste de Michigan una zona con historial de siembra de aji, calabazas

y zuquinis, se realiz6 un experimento para estudiar la dinamica de la

29



insensibilidad al mefenoxamen una poblacion recombinante de Phytophthora
capsici caracterizada por marcadores AFLP. La poblacién consistié de 403
aislamientos colectados durante tres afios, 1998, 1999, y 2000. Los resultados
obtenidos por Lamour y Hausbeck (2001), sugieren que la recombinacion
sexual impacta significativamente la estructura de las poblaciones de P.
capsici, al encontrar que AFLP multilocus Unicos en genotipos los cuales son
consistentes con un alto nivel de diversidad genotipica, indicando esto que la
recombinacién genética juega un papel importante en mantener la diversidad

genotipica y de genes.

Seis sitios a lo largo del sistema de rios en el suroeste de Michigan, en una
regién con 40 afos de historia de produccion de pepino. 211 aislamientos de P.
capsici fueron colectados durante un periodo de 4 afios, usando un par de
primers los E-12/M-21, un total de 27 marcadores AFLP reproducibles fueron
generados. 16 de los marcadores fueron polimérficos y otros 11 estaban
presentes en todos los aislamientos (monomoérficos). La genotipificacion de
AFLP revel6 que en todos los marcadores monomaorficos encontrados en este
conjunto de datos son comunes en aislamientos conocidos de P. capsici
soportado por la identificacion morfolégica de la especie de los aislamientos de
este estudio. El fingerprinting genético de los aislamientos de P. capsici
colectados de sitios de agua monitoreados desde 2002 a 2004 no indicaron
una asociacion entre grupos de similaridad y las localizaciones especificas, o
afios de colecta. Tres grupos de similaridad (con 80% de similaridad) se
originaron en el analisis de Cluster de 56 aislamientos (Gevens et al., 2007).

2.7 RAMS (microsatélites amplificados al azar)

Los microsatélites son regiones de secuencias de ADN pequefias y repetidas,
generalmente de dos a tres nucledtidos, los cuales pueden o no estar
asociadas con genes. Dado que la repeticion por si misma no codifica para
formar ninguna proteina, y debido a que las secuencias de ADN repetitivo

pueden recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de
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secuencia. Estas regiones son a menudo altamente variables y muy utiles para
medir similitudes entre especies o variedades relacionadas. (Henriquez, 2003).
Los RAMs se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el
meétodo es altamente reproducible y permite la deteccion de polimorfismos en el
ADN intra e interespecifico. Los fragmentos de ADN amplificados en la reaccion
estan compuestos de dos microsatelites suficientemente cercanos para

amplificar por PCR el area entre ellos. (Mufioz et al., 2008).

La base genética de estos marcadores es la misma de los RAPD, es decir,
utiliza un solo primer de secuencia arbitraria, por lo cual la secuencia blanco
también es desconocida; difiere de los RAPD porque estos tienen menor
tamafo del cebador que los RAM. Al igual que los RAPD, los RAM detectan un
solo alelo por locus. El poder de resolucion de los marcadores genéticos esta
determinado por el nivel de polimorfismo que puede detectar. Esto se ve
afectado principalmente por la frecuencia de mutacion en los sitios del genoma
involucrados. Como el rango evolutivo entre los microsatelites es
considerablemente mas alto que la mayoria de los otros tipos de ADN, hay
gran probabilidad de hallar polimorfismo mediante los RAM que por otras
técnicas, incluyendo los RAPD. . (Mufioz et al., 2008).

Los Microsatelites Amplificados al Azar (RAM) se utilizan en caracterizacion de
diversidad genética en microorganismos, animales y plantas. Se estudian
poblaciones, se muestra la base de la variacién de los individuos, se permite
seleccionar regiones del ADN, se permite analizar la informacion que se
expresa y la que no se expresa ya que el numero de polimorfismos detectable
es tedricamente ilimitado. Ademas la técnica no requiere estimacion exacta de
la cantidad del ADN antes de la reaccion, la cual es util cuando se analizan
grandes tamafos de nuestra. La metodologia se ajusta para pequefios
laboratorios en términos de equipos y facilidades de costo, no requiere
conocimiento previo de secuencias ni uso de isotopos radioactivos. ( Mufioz et
al., 2008).
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En décadas recientes, los marcadores moleculares han sido ampliamente
utilizados para medir la variacion dentro de una poblacion de patdgenos. La
Amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD), secuencias simples
repetitivas (Microsatelites), inter secuencias simples repetitivas (ISSR),
Microsatelites amplificados al azar (RAMs), Fragmentos polimorfismo en la
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), DNA gendémico y Polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). Son algunos de los
marcadores empleados para caracterizar la diversidad de Phyophthora
capsici.(, Truonget al 2010; Silvaret al 2006; Gevenset al. 2005;Jantula et al.
1997)

2.8 Deteccién molecular de Phytophthora capsici

La identificacion convencional de Phytophthora capsici conlleva una ardua
tarea que empieza con la eleccion del medio de cultivo semi-selectivo (Smart
et. al. 2000, Erwin y Ribeiro 1996, Tay et. al. 1983, Masago et. al.1977,
Papavizas et. al. 1961). Inicialmente la forma de la colonia da una
aproximacion a los investigadores del tipo de microorganismo, pero dado que
es muy dificil encontrar estructuras reproductivas en medios de cultivo, hay que
recurrir a medios y condiciones especiales de crecimiento para producir
estructuras que permitan el uso de claves taxondmicas para determinar la
forma y tamafio de los esporangios, produccion de clamidosporas, caducidad
de los esporangios, formacion de oosporas, posicion del anteridio, temperatura
cardinal, entre otras( Waterhouse et al. 1983). Lo cual hace de la identificacion
una labor intensa, que requiere mucho tiempo Yy posiblemente no se logre

establecer con certeza la identidad taxonémica del patdgeno.

En la actualidad las técnicas moleculares permiten realizar un diagnostico mas
rapido y confiable que el simple hecho de observar al microscopio
caracteristicas fenotipicas variables. La PCR ha permitido acelerar este
proceso y empleando primers especie especificos que amplifican regiones del

DNA ribosomal, que en los oomicetos consiste de una subunidad pequeia
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5,8s, y una subunidad grande separada por espacios de transcripcion interna,
el ITS 1y el ITS2, la cual evolutivamente es una region muy conservada. Hace
posible la distincion entre especies de Phytophthora, aun entre las mas
estrechamente relacionadas.(Drenth et al. 2006; Zhang et al. 2006; Silvar et al.
2005). Se han desarrollado diferentes primers para la identificacion de la
especie Phytophthora capsici, entre ellos CAPFW, CAPRV1, y CAPRVZ2;
PCAP y ITS5, 12, y A2, PC-1, y PC-2 (Drenth et al. 2006; Zhang et al. 2006;
Silvar et al. 2005, Ristaino et al. 1998), los cuales amplifican fragmentos de
DNA ribosomal de variados pesos moleculares, permitiendo diferenciar a P.

capsici de otras especies de Phytophthora, Pythium, Fusarium.

Mas recientemente la secuenciacion de bases claramente permite la distincion
entre especies estrechamente relacionadas, por ejemplo entre Phytophthora
ipomoeae, P. infestans, P. mirabilis, P. phaseoli( Flier,GWilbertet al. 2002).
Estas secuencias son analizadas en las diferentes bases de datos disponibles
en la web, como BLAST, GenBank, Phytophthora ID, y Phytophthora

database.
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3 METODOLOGIA

3.1 Ubicacion geografica

Este trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira y en los invernaderos de la

misma, ubicada en el municipio de Palmira, carrera 32, Via candelaria.

3.2 Obtencién de aislamientos

Los aislamientos se colectaron durante el periodo de 2008 a 2009 en fincas
cultivadas con Aji y Pimenton en el Valle del Cauca.. En total se seleccionaron
64 aislamientos, provenientes de 9 zonas productoras de aji en el Valle del
Cauca (tabla 4).

En diferentes regiones visitadas se tomaron muestras de dafios caracteristicos
de la enfermedad causada por Phytophthoraspp. las cuales fueron llevadas en
bolsas de papel e introducidas en cajas de icopor, debidamente rotuladas

(municipio, vereda, finca, nombre del agricultor, coordenadas, cultivar).
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Tabla 4. Aislamientos de Phytophthora capsici.

Numero de o o _
' _ Municipio | corregimiento | coordenadas Cultivo
aislamientos
9 Yumbo San José Aji
Via a Toro:
. . N 04°33'46", .
4 La Unién Finca la Pimentén
. W 076°03'48"
Tejeda
_ _ N 04°26'06,7", _
15 Roldanillo | Santa Rita Aji
W 76°07'25,3"
San José:
y _ N 03°56'50,8", 3
2 Darién Finca la Aji
. W076°29'22,8"
Cabaia
. N 03°54'04,4", |
18 Yotoco Media Canoa Pimentén
W076°22'40,6"
2 Toro Pimenton
N 03°25'36,2",
5 Candelaria CEUNP W Aji
076°25'48,3'
Cantabria- | N 04°22'33,4",
5 Bolivar Pimentén
Guacas W076°14'17,4"
_ _ N 04°22'24,6", _
4 Palmira Corpoica Aji
W076°14'41,9"

35



Una vez en el laboratorio las muestras fueron procesadas de la siguiente

manera:

1. Se realizé limpieza con bisturi de, tejido enfermo (raices, tallos frutos),
procurando retirar la epidermis.

2. Luego se realizaron cortes de tejido en la interface tejido sano- tejido
enfermo, en forma de bisel de 0,2cm ancho por 0,5cm de largo. Los
cuales fueron introducidos en un beaker de 50ml el cual contenia agua
destilada.

3. Posteriormente las muestras se sometieron a desinfeccion con agua de
la llave por espacio de 20min. Cubriendo el beaker con una malla, para
evitar la pérdida de las muestras.

4. En el mismo beaker una vez retirado el exceso de agua se agregd
Hipoclorito al 0,5% por 2min.

5. Se retird el hipoclorito y se agreg6 alcohol al 35% por 2min.

6. Enseguida se procedio a realizar 3 lavados con agua destilada estéril, en
la cAmara de flujo laminar.

7. Las muestras fueron entonces secadas con papel toalla y depositadas
en otra toalla seca, esparciendo las muestras lo mas separadas posible
por 15min.

La siembra se realiz6 en medio de cultivo agar-avena selectivo (anexo 2),
incubando las cajas petri a temperatura del laboratorio. Las observaciones se
realizaron a los 3 dias después de la siembra, el medio agar-avena presento

una alta selectividad para el género Phytophthora.

3.3 Purificacion de los aislamientos

El principal contaminante encontrado fue una bacteria intimamente asociada
con este oomyceto, ya que crecia al mismo tiempo que las hijas de
Phytophthora colonizaban el medio de cultivo. La purificacion mas apropiada

fue aquella en la cual empleamos medio de cultivo selectivo en cajas de petri
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inclinado, sembrando un trozo de medio contaminado con bacteria y colonizado
con Phytophthora a 0,4cm de distancia del medio, esta superficie seca impidio

gue la bacteria atravesara y alcanzara el medio de cultivo.

Para verificar la pureza del oomiceto se procedié a sembrar en medio de cultivo
¢ (Fi)(Anexo 2)un disco de medio colonizado en dos tubos de ensayo, y
incubado por un dia a 28°C ( Erwin y Ribeiro 1996).

3.4 ldentificacion y obtencién de monozoosporicos

Dado que ninguno de los aislamientos fue posible observar esporangios bajo
condiciones de laboratorio y del medio empleado. Fue necesario inducir la
esporulaciéon con extracto de suelo al 50%. El extracto de suelo se obtuvo
modificando la metodologia propuestas por Sanchez et al 2001, se procedio
precipitar una solucion de 1kg de suelo en 10lts de agua destilada. Al cabo de
7 dias se extrajo el sobrenadante, al cual se le ajust6 la concentracion a 1:1

(una parte de extracto por una de agua destilada) el cual fue esterilizado.

En una caja de petri estéril se depositaron 4 trozos de medio de cultivo
colonizado y se agregaron 15ml de extracto de suelo, ademas de agregaron
entre 3-5 semillas de aji al medio liquido, previamente desinfectadas
(hipoclorito al 1% por 5 min., seguido de alcohol al 76%, tres lavados con agua

destilada estéril, y por ultimo secadas por tres dias a 30°C).

Las cajas fueron introducidas en recipientes rectangulares de 20cm x 15cm x
40cm y debidamente selladas. Al cabo de 3 dias se revisa al microscopio de
Leica, con amplificaciones de 100 y 400 (ocular 10X y objetivos 10X y 40X) se

observaron esporangios.
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Partiendo de la preparacién anterior los esporangios se lisaron por estrés de
temperatura, el cual consisti6 en mantener las cajas esporuladas a 5°C por
30min. (Andres et al. 2005), posteriormente se colocaron a 28°C por 1lhr. Este

cambio de temperatura rompe los esporangios liberando las zoosporas.

Una vez liberadas las zoosporas se agregan 20ul de este preparado en una
caja petri con medio agar — agua (16gr agar en 1lt agua destilada, se esteriliza
y se agregan 10ml por caja petri). Con un asa de transferencia de bacterias se
realiza el rayado para esparcir la muestra y lograr que algunas zoosporas

gueden aisladas.

Una hora después de la siembra se revisaron las cajas al microscopio Leica de
luz, con los objetivos 5X y 10X, logrando observar zoosporas enquistadas y
germinadas. La extraccion de las zoosporas se realiz6 con una hoja de bisturi,
cortando el medio de agar- agua, y depositando el fragmento en medio de
cultivo agar- avena selectivo. Esta metodologia fue modificada de Lamour y
Hausbeck , 2000).

3.5 Conservacion

La conservacion se llevé a cabo en agua destilada (10ml por tubo) a
temperatura ambiente en tubos de ensayo con tapa rosca (de 15cm de largo
por 1,5cm), tres repeticiones por aislamiento e introduciendo 5 discos de 0,4cm
de diametro de medio colonizado, de cultivos de 8 dias de renovado (Angel,
2006; Hsiung, 2003; Boessewinkel, 1976;).

3.6 Extraccion de DNA

Los aislamientos colectados en el Valle del Cauca de cultivos de aji y pimentdn
infectados con P. capsici se sembraron en medio de avena clarificado ( 20gr

avena, 2gr extracto de levadura, 10gr de dextrosa), se colocaron a crecer a
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temperatura del laboratorio bajo agitacion constante,transcurridos7 dias se
extrajo el micelio y se liofilizd. Posteriormente se colocaron 20mg en un
mortero para realizar la extraccion de ADN usando el kit de extraccion

QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit (), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La calidad y cantidad del ADN se determiné en gel de agarosa al 0,8% corrido
en tampon TBE 0.5X (Tris-borato 0.045M; EDTA 0.001M) a 80 voltios durante
40 min. EIl gel fue sumergido en 100ml de agua destilada que contenia 5ul con
bromuro de etidio. La concentracion del ADN se determin6é comparando las
muestras con concentracion conocidas de ADN del bacteriéfago lambda. Una
vez conocida las concentraciones de cada una de las muestras se realizaron

diluciones del ADN y se llevé a una concentracion de 10ng/pl.

3.7 Identificacién molecular de los aislamientos de P. capsici

La identificacion de los aislamientos se realiz6 por medio de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), usando los primer especificos PCAP (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC), y el primer ITS5
(5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) de acuerdo con el método descrito por
Ristainoet al. 1997. La PCR tuvo un volumen final de 25ul. Cada tubo de
reaccion contendra aproximadamente 10ng/pl de ADN 6ésea 2ul, 2,5ul de buffer
10x, 10,2ul de agua, 4l de dNTps, 2,5ul de 10mM de MgCl,, 1,5ul de cada
primer, y 0,1pl de Taq de 5U/ul. La amplificacion con estos primers generd un
fragmento de 899pb, la cual se realizd en un termociclador (biorad) con una
desnaturalizacion inicial a 96°C por 2min., seguido por 35 ciclos que consisten
de desnaturalizacion a 96°C por 1 min., alineacion 55°C por 1min., y extension

a 72°C por 2min. Una extension final a 72°C por 10min.

Los fragmentos amplificados fueron digeridos por la enzima Mspl. La digestion

de restriccion contenia 20ul, de los cuales 9,8ul son agua, 0.1pl de la enzima

Mspl, 2ul de Buffer, y 8ul de amplificado. EI ADN fue digerido en un

termociclador a 37°C por 1,5horas y entonces fue inactivada la enzima a65°C
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por 30min. La digestion con esta enzima generd cuatro (4) fragmentos de 290,
219, 194, 140pb (figura 3) para la especie Phytophthora capsici. Los

fragmentos fueron visualizados en geles de agarosa 1,5%.

También se emplearon los cebadores
A2 (forward) ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA
12 (reverse) GATATCAGGTCCAATTGAGATGC

Los cuales amplifican aislamientos de Phytophthora que comprenden un amplio
rango de diferentes especies y en todos los casos el amplificado tiene un
tamafo entre 752 y 832 pares de bases, los cuales abarcan las regiones ITS1-
5.8S-ITS2 del DNA ribosomal de las especies de Phytophthora (Drenth et al,
2006). El protocolo se PCR se llevo a cabo de acuerdo con las condiciones

descrita por Drenth et al., 2006.

Este fragmento fue digerido con la enzima de restriccion Mspl, generando
cuatro fragmentos de 281, 250 y 221bp. Ademas este fragmento fue
secuenciado para los aislamientos DR59, y DR 60 de Darien, YB41 de
Yumbo, y RD39 en la Universidad del Estado de lowa, se introdujeron las
secuencias al programa GENEIOUS versién 6.1, y el alineamiento multiple de
las secuencias se realiz6 en el programa MEGA 5.0. Y analizado en las
diferentes bases de datos existentes, haciendo énfasis en la base de datos de
Phytophthora (PD; http://www.phytophthoradb.org/).

3.8 Caracterizacion de los aislamientos de P. capsici microsatelites
amplificados al azar (RAMS)

Para determinar la variabilidad genética de los aislamientos se utilizdé la

amplificacion aleatoria con cebadores microsatelites RAMs: AG, CA, CCA, GT,
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CGA. Las condiciones del coctel fueron las mismas para todos los cebadores
(Tabla 5), las condiciones de hibridadacion se establecieron de acuerdo con el
primer RAMs seleccionado (Tabla 6). Los productos amplificados se
visualizaron en geles de poliacrilamida al 7% (37:1 acrilamida-bisacrilamida)
corridos a 160 voltios, y 400mA por una hora y cinco minutos. Posteriormente
fueron tefidos con bromuro de etidio (5ul en 100ml de agua destilada) en
agitacion por treinta minutos. Los marcadores RAMs CT, TG no fue posible
amplificarlos para la poblacién en estudio, a pesar de que se modificaron las
concentraciones de los reactivos, y se probaron diferentes temperaturas de

alineacion.

Tabla 5. Condiciones del coctel de reaccion para RAMs

Reactivos []Inicial [] Final  Volumen
Buffer TAQ 10X 1X 2,5l
DNTPs 1,25Mm 2 Mm 4 ul
Primer 50Mm 1,52 uM 1,5ul
MgCl, 50Mm 2,5mM 2.5 ul
ADN 10ng 2 ul

Tag polimerasa 5U/ ul 0,625U 0,1 ul
BSA(albumina de suero bovino) 10mg/pl 2 ul
Agua 10,4 10,4 pl
Volumen total 25ul
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Tabla 6. Perfil térmico para PCR — RAMs

Pasos Temperatura Tiempo Etapas

1 95°C 5 min Desnaturalizacion
2 95°C 30 seg Desnaturalizacion
3 * 45 seg Hibridacion

4 72°C 2 min Extension

5 37 veces desde el paso 2

6 72°C 7 min Extension final

7 16°C A

*Temperaturas de hibridacion primers:

AG, CA =50°C
CCA =55°C;
GT, CGA =58°C

3.9 Analisis de datos

El polimorfismo en RAMs se interpreté de acuerdo al patrén general de bandas
utilizando como criterio la presencia o ausencia de los fragmentos generados,
producto del polimorfismo conformacional. La similitud genética entre los
aislamientos se calculd utilizando el coeficiente de Nei Li (1979). El analisis
cluster se realiz6 por el método UPGMA y se generé un dendrograma
utilizando el paquete estadistico NTSYS Numerical Taxonomy System for
personal Computer, version 1.8 PC). Para evaluar la diversidad genética se
estimo la heterocigosidad insesgada y el porcentaje de loci polimorficos

empleando el paquete estadistico TFPGA (Tools For Population Genetic
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Analysis versionl.3; se determind Fst’ estadistico insesgado con un intervalo
de confianza del 95%.

4. Evaluacion la patogenicidad de los aislamientos de P. capsici

Para evaluar la patogenicidad de los aislamientos se emple6 el método de
inoculacion por decapitacion. El experimento se llevd a cabo en el invernadero
de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, se realizé una siembra
en bandejas de 24 alvéolos, con 4 repeticiones y 6 plantas por repeticion. En
cada bandeja de 24 alvéolos se asignaron al azar 4 aislamientos, de tal forma

gue en cada bloque queden asignados todos los aislamientos.

Diez dias antes se toman cajas petri con medio de cultivo Agar Avena con
antibioticos ( 18gr azarosa, 20gr avena entera y macerada, 2gr de extracto de
levadura, 10gr dextrosa, y 1000ml de agua destilada), una vez autoclavado el
medio y antes de verterlo a las cajas petri se le agregaron los antibiéticos
(50mg/L penicilina, 250mg/L ampicilina, 12,5mg/L cloramfenicol, 10mg/L
rifampicina, 100mg/L pentaclornitrobenceno, 25mg/L benomyl, y 50mg/L de
hymexazol), una vez agregados los antibiéticos se procedié a agregarlo a las
cajas petri 20ml por caja. Luego se a sembraron los aislamientos por
transferencia de cuatro trozos de medio de 0.4ml de diametro por caja. Una vez
sembrados los trozos se agregaron palillos (Salazar et al. 1977, De la Torre et
al. 2009, Hurtado 2010) de 2mm de grosor por 7mm de largo, los cuales deben
ser previamente esterilizados en autoclave. Esto con el fin de que P. capsici

colonice el medio y los palillos.
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Figura 3 Inoculacién de plantas, prueba de patogenicidad A: siembra variedad
Cayenne (Capsicum annum) en bandejas de 128 alveolos, B: transplante
plantulas 10 dias después de la germinacion, C: preparacion inoculo con
palillos de 1cm de largo, D: inoculacion de palillos colonizados cuando las
plantas se encuentran en prefloracion, E: evaluaciéon del avance de la
enfermedad a lo largo del tallo.

La inoculacion propuesta por Porchard et al. 1976 fue la empleada en este
estudio, por la facilidad de analizar los resultados. El método se conoce como
el de decapitacion, consistiendo en seccionar transversalmente el tallo de una
planta por encima de la sexta o séptima hoja verdadera una vez alcanzado el
estado fenologico de la floracion. Una vez colonizados los trozos de palillos se
extrae uno y se introduce en la parte que ha sido decapitada, para
seguidamente, cubrirla con cristal-papel, con el objeto de evitar la desecacion
del micelio.

Tres dias después de la inoculacion se tomad la primera medida del avance de

la enfermedad, a los 6, 9, 12, 15, 18 y 21 dias después de la inoculacion se

tomaron las demas lecturas, las cuales consistieron en medir el avance de la

enfermedad con una regla calibrada en milimetros, a partir del sitio de

inoculacién, donde se toma la primera medida se sefiala con un marcador y a

partir de esta se tomo la siguiente hasta los 21 dias después de la inoculacion.
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Reaislamiento: La presencia y la ausencia de la sintomatologia en los tejidos
de laraiz y el tallo de las plantulas fu comprobada reaislando a P. capsici en el

medio Agar-Avena segun Paz, 2004.

El disefio estadistico utilizado fue Bloques Completos al Azar. El andlisis de los
datos se realiz6 por medio del analisis de varianza ANDEVA vy la prueba de
promedios de DUNCAN.
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencién de la coleccion

Los aislamientos fueron obtenidos de diferentes muestras de raices, tallos,
hojas y frutos, plantas que presentaban marchitez general y necrosamiento, o

pudricion seca en las hojas (Figura 4).

Las muestras se colectaron en fincas del Valle del Cauca ubicadas en los
municipios de La Union, Roldanillo, Bolivar, Yotoco, Darien, Yumbo, Palmira y

Candelaria (Figura No 3).

Su obtuvo una coleccion de 64 aislamientos, de los diferentes sitios de colecta,
38 aislamientos fueron obtenidos de trabajos previos realizados por la
estudiante de Ingenieria Agrondmica Natalia Andrea Mendoza entre los afios
08-2009.

El medio agar- avena selectivo ofrecid las condiciones adecuadas para el
crecimiento de Phytophthora, ya que inhibia el crecimiento de otros hongos
(Figura 5).
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DEPARTAMENTO DEL VALLE DEL CAUCA
DIVISION POLITICO ADMINISTRATIVO

RISARALDA

PACIFICO

TOLIMA

FUENTE: IGAC - CVC myriam 5. 2000
Carografia Basica IGAC 1:300000

Figura 4 Distribucion geografica de los aislamientos de Phytophthora capsici
colectados en el Valle del Cauca.
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Figura 5 Dafios caracteristicos de Phytophthora capsici en aji. A:
necrosamiento desde la base del tallo, B: apariencia general de una planta
enferma

Figura 6 Siembra de trozos de tallo colonizados por P. capsici. A: crecimiento
selectivo de P. capsici, B: inhibicion del crecimiento de otros hongos presentes
en las muestras.

5.2 Obtencion del monozoosporico

Una vez obtenidos los cultivos puros se procedié a inducir la esporulacion de

los aislamientos, ya que bajo condiciones normarles de laboratorio no producen

esporangios, para ello tomaron crecimientos de 8 dias de renovados y se

depositaron trozos en una caja petri estéril. Se agregaron semillas de aji

estériles y extracto de suelo previamente autoclavado. Se introdujeron las
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cajas dentro de un recipiente de plastico rectangular por espacio de 3-4 dias.
Pasados los cuatro dias se montaron placas para verificar la presencia de
esporangios al microscopio (objetivo 10X). Las cajas petri esporuladas(Figura 6
F) fueron introducidas a la nevera a 4°C por 1hr., transcurrido este tiempo se
sacan de la nevera y se colocan en la incubadora a 28°C por 1hr., este proceso
causa stress y lisa los esporangios (figura 6 G). Al cabo del cual se tomaron
20ul de la suspension y se siembra (medio agar-agua) con un asa de
transferencia de bacterias, y se hace un rayado. Pasada una hora se observa
al microscopio con el objetivo 10x, se aprecian zoosporas enquistadas y
germinadas, las cuales se extraen con in bisturi y se depositan en una caja de

agar-avena.

Figura 7 Proceso para obtener monozoosporicos. A: corte trozos de medio
colonizado para ser depositado en cajas petri; B: depositar semillas de aji; C:
agregar 10ml de extracto suelo estéril; D: colocar las cajas en un recipiente
rectangular de plastico; E: incubar a temperatura de laboratorio por 4 dias; F:
Observar esporangios al microscopio, objetivo 10x; G: esporangio lisado por
efecto del stress por choque térmico; H: siembra con asa de transferencia
bacterias sobre medio agar-agua; |: zoosporas enquistadas y germinadas; J:
corte area circundante zoospora germinada; K: siembra en medio agar-avena.

49



5.3 ldentificacion de Phytophthora empleando técnicas moleculares

Los cebadores especificos disefiados por Ristaino et al. (1997) PCAP (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC), y el primer ITS5
(5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) disefiados para identificacion de
Phytophthora capsici Leonian generaron un fragmento de 894bp, dato
reportado por estos autores para esta especie. El corte realizado con la enzima
Mspl logré identificar 60 aislamientos, generando cuatro (4) fragmentos (290,
219, 194, y 140bp) como pertenecientes a la especie Phytopthora capsici
(Figura 7). Los cuatro aislamientos restantes, 2 de ellos aislados en el
municipio de Darién y 2 de Candelaria, amplificaron con estos primers y
generaron una banda del mismo peso molecular (894bp), y el corte con la
enzima Mspl generd 3 fragmentos (390, 360 y 150bp) (Figura 7) con lo cual no
fue posible establecer su identidad taxondmica, de acuerdo por los reportado

por Ristaino et al 1998.

100bp DR60 YB18 TORS52 YT62  PAL51 CD31 LU32 RD39 DR59 DR60

894bp

290bp
219bp
194bp
140bp

Figura 8 Identificacion molecular de aislamientos de Phytophthora empleando
los primer PCAP y ITS5, los cuales generan un fragmento de 894bp, y corte
con la enzima Mspl.
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100bp YB18 CD31 LU31 RD39 DR59 DRG0 PAL5S1 TOR52 YT62 100bp

500bp

Figura 9 Identificacion molecular de aislamientos de Phytophthora empleando
los primer A2 y 12, y la enzima de restriccion Mspl.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos con los primers A2,y 12 los
cuales amplifican un fragmento de 752bp lo cual esta de acuerdo con lo
reportado por Drenth et al., 2006. Al realizar el corte con la enzima Mspl se
generan cuatro fragmentos de 77, 204, 221, y 250bp lo cual permitié identificar
60 aislamientos como P. capsici, Drenth et al.,, 2006 reporta el aislamiento

UQ2819 que ha fijado una mutacién en el DNA ribosomal.

Los aislamientos de Darién (DR59 y DR60) al ser cortados con la enzima Mspl
mostraron tres fragmentos de 221, 250 y 281bp lo cual segun lo reportado por
Drenth et al., 2006 corresponde con el aislamiento de P. capsici (UQ1529).

Los fragmentos amplificados con los primers A2, y 12 para los aislamientos
RD39, YB41, DR59, y DR60 fueron secuenciados y alineados se presentan a

continuacion:
51



KC311831.1 Ph. capsici
AF2B67E7 Ph. capsici India
PD_01675_ITS Ph. capsici
PD_02174_ITS Ph. capsici
RD39

YB41

Ph. mexicana
[PD_01963_ITS Ph. capsici
'PD_01921_ITS Ph.sp.

DR59
_{ DR60

PD_00002_ITS Ph. sp.
{ FJ801431.2 Ph. capsici

|—AJZQQ?33 Ph. tropicalis
L AJ209734 Ph. tropicalis
AB3ET50.1 Ph. capsici

1 1 1 [l 1 1 1
0012 0010 0008 0006 0004 0002  0.000

Figura 10 Arbol filogenético de las secuencias analizadas por el método
(neighbor-joining method) (Takamura y Kumar, 2004).

El andlisis filogenético de las secuencias por el método UPGMA, revel6 4
grupos(Fig. 9), mostrando que los aislamientos de Darien (DR59 y DR60) se
agruparon con las accesiones PD_00002_ITS P. sp ( database Phytophthora) y
FJ801431.2 ( GenBank), el cual fue almacenado como P. capsici. Los
aislamientos RD39 y YB41 formaron un grupo aparte con las accesiones
PD_02174 ITS, PD:01675 _ITS y KC311831.1 todos identificados como P.
capsici, ademas estan estrechamente relacionados con el aislamiento de P.

mexicana incluido en este analisis.
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La accesion AB 36750.1 identificada como P. citrophthora formé un grupo
separado. Por otro lado las accesiones de P. tropicalis se agruparon con las
accesiones PD_01963_ITS P. sp., y PD_01931_ITS P. capsici.

Estos resultado muestran que hay una variacidn significante entre las
accesiones, y claramente evidencia que P. citrophthora esta bien separada de
los aislamientos de P. capsici. P. tropicalis y P. mexicana estan mas
estrechamente relacionada con P. capsici. Los aislamientos de Darien

posiblemene podrian pertenecer a la especie P. capsici.

Species/Abbrv

1. BD33

Z. YB41

3. DRSS

4. DR&0

5. PD 00002 TTS Fh. sp.

&. PD 015383 ITS Ph. capsici
7. BD 01331 ITS Fh.sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici
5. PD 01875 ITS Ph. capsici
10. BB36750.1 Ph. capsieci
11. EC311831.1 Ph. capsici
2. FJE01431.2 BPh. capsici
13. Ph. mexicsna

14. AJ259733 Ph. tropicelis
15. AJ259734 Ph. tropicalis
Species/Abbrv

1. BD33

Z. ¥YB41

3. DR53

4. DR&0

5. PD 00002 ITS Ph. sp.

&. ED 01583 ITS Ph. capsici

7. ED 01531 ITS Ph.sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici

9. PD 01675 ITS Ph. capgici

10. 2B36750.1 Ph. capsici

11. EC311831.1 Ph. capsici

.1

8

. FJA01431.2 Bh. capsici
. Ph. mexicana

. AJ255733 Ph. tropicalis
. AJZ255734 Ph. tropicalis

= =
(L I 4]
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121-180

Species/Abbrv

1. BD33

Z. ¥B41

3. DRSS

4. DR&0

5. ED 0000Z ITS Fh. sp.

6. PD 01563 ITS Ph. capsici

7. PD 01531 ITS Fh.sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici

3. ED 01875 ITS Ph. capsici

10. 2B36750.1 Ph. capsici

11_. KC311831.1 Ph. capsici

12. FJB801431.2 Ph. capsici

12. Ph. mexicana

14. AJZ39733 Ph. tropicalis

15. AJZ239734 Ph. tropicalis

181-240

Species/Abbrv

1. BD33

Z. ¥B41

3. DRSS

4. DR&0

5. ED 00002 ITS Ph. sp.

©. PD 015963 ITS Ph. capsici
7. PD 01531 ITS Ph.sp.

8. ED 02174 ITS Ph. capsici
5. ED 01675 ITS Ph. capsici
10. RB36750.1 Ph. capsici
11_. KC311831.1 Ph. capsici
2. FJB01431.2 Ph. capsici
13. Eh. mexicana

14. RJZ255733 Ph. tropicalis
15. AJ2595734 Ph. tropicalis

241-300
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Species/Abbrv

1. BD35

2. ¥B41

3. DRES

4. DRad

5. ED 00002 ITS Fh. sp.

a. PD 01531 ITS Ph. capsici

7. ED 02174 ITS Eh.sp.

8. ED 02174 ITS Ph. capsici

9. PD 014875 ITS Ph. capsici

10. BRB36750.1 Ph. capsici

11_. EC311831.1 Ph. capsici

12. FJ301431.2 Ph. capsici

13. Ph. mexicana

14. RJ299733 Ph. tropicalis

15. R2J2599734 Ph. tropicalis

301-360

Species/Abbrw

1. BD3S

Z. YB41

3. DRSS

4. DR&0

5. PD 00002 TTS Fh. sp.

6. PD 01563 ITS Ph. capsici

7. BD 01531 ITS Fh.sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici

3. BD 01875 ITS Ph. capsici

10. 2B3&750.1 Ph. capsieci

11. EC311831.1 Ph. capsici

1Z. FJB801431.2 Ph. capsici

13. Ph. mexicana

14. AJZ259733 Ph. tropicalis

15. AJZ59734 Ph. tropicalis
361-420

Species/Abbrv

1. BD33

Z. ¥B41

3. DRSS

4. DR&0

5. ED 00002 ITS Eh. sp.

6. ED 01563 ITS Ph. capsici

7. ED 01531 ITS Eh.sp.

8. ED 02174 ITS Ph. capsici

5. PD 01675 ITS Ph. capsici

10. BB36750.1 Ph. capsici

11. KC311831.1 Ph. capsici

12. FJ801431.2 Ph. capsici

13. Fh. mexicana

14. AJZ99733 Ph. tropicalis

15. AJZ399734 Ph. tropicalis

421-480
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Species/Abbrv

1. BD3%

2. ¥B41

3. DRES

4. DR&0

5. PD 00002 ITS Ph. sp.

&. PD 01563 ITS Ph. capsici

7. PD 01531 ITS Ph_sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici

5. PD 01675 ITS Ph. capsici

10. 2B36750.1 Ph. cepsici

11. EC311831.1 Ph. capsici

1Z. FJ801431.2Z Ph. capsici

13. Ph. mexicana

14. 2JZ295733 Ph. tropicalis

15. 2J2959734 Ph. tropicalis
481-540

Species/Abbrv

1. BD35

Z. YB4l

3. DRSS

4. DR&l

5. PD 00002 ITS Ph. sp.

6. PD 01363 ITS Ph. capsici

7. BD 01331 ITS Eh.sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici

5. PD 01675 ITS Ph. capsici

10. AB36750.1 Ph. capsici

11. EC311831.1 Ph. capsici

1Z. FJ801431.2 Ph. capsici

13. Ph. mexicana

14. 2JZ295733 Ph. tropicalis

15. AJZ295734 Ph. tropicalis

541-600

Species/Abbrv

1. BD33

2. ¥B41

3. DRSS

4. DR&0

5. ED 00002 ITS Ph. sp.

6. PD 01563 ITS Ph. capsici

7. ED 01531 ITS Eh.sp.

8. PD 02174 ITS Ph. capsici

3. ED 01875 ITS Ph. capsici

10. 2B36750.1 Ph. capsici

11. KC311831.1 Ph. capsici

2. FJB014231.2 Ph. capsici

13. BPh. mexicana

14. RJ2953733 Ph. tropicalis

15. RJ295734 Ph. tropicalis

601-660
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Species/Abbrv
1. BD33

. _YB41

. DOR53

. DR&0

PD 00002 ITS
PD 01363 ITS
BD 01331 ITS
BD 0Z174 ITS
PD 01875 ITS capsici
. AR35750.1 Ph. capsieci
11. EC311831.1 Ph. capsici
12. FJ801431.2 Ph. capsici
13. Fh. mexicansa

14. AJ295733 Ph. tropicalis
15. AJ255734 Ph. tropiecalis

- Sp.
capsici
.Sp.

capsici

2l fp e

Folun (o0 |0 |y |00 | (Do (RS
(=" PR PR U P 1

Species/Abbrv

. BD3%

¥B41

. DR59

DR&0

. ED 00002 ITS Ph. sp.

- BD 01963 ITS Ph. capsici
. ED 01331 ITS Bh.sp.

. ED 02174 ITS Ph. capsici
- BD 01675 ITS Ph. capsici
- BB36750.1 Ph. capsici

- EC311831_.1 Ph. capsici
- FJB01431.2 Ph. capsici
- Ph. mexicana

- BJZ99733 Ph. tropicalis
- BJZ99734 Ph. tropicalis
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[l =] ' {

[y
]

P [ [
o i [os

Figura 11 Alineamiento de secuencias del género Phytophthora

Las secuencias fueron alineadas usando el método Clustal W del programa
MEGA 5.0 (Fig. 10), las secuencias tomadas de las bases de datos no tenian el
mismo tamafio que las de este estudio, en la figura 10 se muestran las
secuencias alineadas solamente con el fragmento de interés. Las secuencias
alineadas mostraron 42 nucleotidos diferentes. Entre las secuencias de P.
capsici RD39 y YB41 y las secuencias de Darien (DR59 y DR60) se
encontraron 11 nucleotidos diferentes y dos nucléotidos de alto polimorfismo

para los aislamientos RD39 y YB41en sitios diferentes.

La distancia genética entre las secuencias fue analizada empleando el método

de Kimura - parametro Il (Kimura, 1980), el cual mostr6 que el numero de
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sustituciones entre los aislamientos identificados como P. capsici con los
primers PCAP y ITS5 fue de 0. Las secuencias seleccionadas de las bases de
datos mostraron valores bajos de sustitucion indicando una estrecha relacion

entre los aislamientos analizados (tabla 7).
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5.4 Patogenicidad

El método desarrollado por Porchad (1976), el cual consiste en la decapitacion
de plantas por encima de la 6 hoja verdadera, cuando la planta esta entrando
en estado de prefloracion, permitio6 evaluar la patogenicidad de los
aislamientos de Phytophthora. La sintomatologia observada en plantas de aji
(Variedad Cayenne) consistieron en necrosamiento de color marron desde el
sitio de inoculacion con palillo colonizado hasta la base del pie, pasados los
catorce dias después de la inoculacion (ddi) se observo que el tallo necrosado
estaba completamente seco y con tendencia a desprenderse por los nudos de

la planta.

Se observaron diferencias significativas en la patogenicidad los aislamientos,
medida esta como la capacidad de causar un mayor o menor avance de la
enfermedad a través del tallo en el tiempo (Anexo 1). Mediante el andlisis de
diferencias Minimas significativas (P=5%) los aislamientos fueron analizados
mediante el agrupamiento de medias de Wards (Figura 11), formando cuatro
grupos de patogenicidad.

El grupo 1 de patogenicidad muestra los aislamientos con baja capacidad de
causar enfermedad bajo las condiciones de Palmira (Valle del Cauca), con un
promedio de 1,6cm (Anexo 3, y 4) de avance de la enfermedad durante el
periodo evaluado. Este grupo esta encabezado por los aislamientos de Darién
y Candelaria (en total 4 aislamientos) que no han sido identificados como
Phytophthora capsici, y por un aislamiento de cada uno de estos sitios Yotoco,
Roldanillo, Yumbo, y Candelaria. Estos aislamientos representan el 12,5% del
total (64) de aislamientos colectados en este trabajo. Hay que tener en cuenta
que los aislamientos de Darién y Candelaria, cuando fueron colectadas las
plantas, estas expresaban los sintomas caracteristicos de la enfermedad. En
tanto que bajo condiciones de invernadero no mostraron esta capacidad de
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causar enfermedad y por el contrario los dafios causados consistieron en un

avance superficial y lineal sobre la epidermis de la planta.

Tabla 7. Numero de sustituciones por nucleétidos en sitios especificos entre

las secuencias en la region ITS.

AISLAMIENT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
o
1.RD39
2.YB41 0.00
0
3.DR59 0,01 0,01
6 6
4.DR60 0,01 0,01 0,00
6 6 0
5.PD_00002_ 0,02 0,02 0,00 0,00
ITS P. sp. 0 0 3 3
6.PD_01963_ 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
ITS P. capsici 3 3 2 2 2
7.PD_01931_ 0,01 0,01 0,01 001 0,01 0,00
ITS P. sp. 3 3 2 2 2 0
8.PD- 0,00 000 001 0,01 0,01 001 0,01
02174 ITSP. 1 1 8 8 8 2 2
sp.
9.PD_01675_ 0,06 0,06 0,08 0,08 0,07 0,07 0,07 0,06
ITS P. capsici 3 3 1 1 8 5 5 2
10.AB36750. 0,03 0,03 0,02 0,02 002 0,02 0,02 0,03 0,09
1 Ph,. capsici 2 2 4 4 4 4 4 0 5
11.KC311831 0,00 0,00 0,01 0,01 001 001 0,01 0,00 006 0,03
.1 P. capsici 1 1 8 8 8 2 2 0 2 0
12.FJ801431. 0,01 0,01 0,00 0,00 000 0,01 001 0,01 008 0,02 0,01
2 P. capsici 8 8 1 1 1 0 0 6 0 3 6
13.P. 0,00 0,00 0,02 0,02 002 001 001 000 006 003 0,00 0,01
mexicana 6 6 0 0 0 3 3 4 3 2 4 8
14.AJ299733 0,01 0,01 0,01 0,01 0,016 0,00 0,00 001 0,08 002 0,01 001 0,01
P. tropicalis 8 8 5 5 5 7 7 6 0 3 6 3 8
15.AJ299734 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 000 001 008 002 001 0,01 001 0,00
P. tropicalis 8 8 5 5 5 7 7 6 0 3 6 3 8 3
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El grupo 2 de patogenicidad estd conformado por los aislamientos que
presentaron el mayor progreso de la enfermedad durante los 21 dias evaluados
(Figura 11), correspondiendo esto con necrosamiento y muerte total de la
planta. EI promedio del avance de la enfermedad fue de 22,96cm (Anexo4),
representado por 19 aislamientos (o 29,69% del total de aislamientos), el
aislamiento méas patogénico es el RD35 proveniente de Roldanillo (Anexo 1, y
3).Este grupo esta constituido por aislamientos de Yotoco (47,37% del total de
aislamientos que representa este grupo), Roldanillo (21,05% de 19
aislamientos), La Unién, y Bolivar con 2 aislamientos (10,53%) cada uno, y
Palmira con un aislamiento (5,26%). Estos resultados muestran que hay dentro
de cada sitio de muestreo aislamientos con alta capacidad para causar

enfermedad en plantas de aji y pimentén.

Un progreso de la enfermedad promedio de 12,78cm fue encontrado para el
grupo 3, el cual estd conformado por 22 aislamientos, 0sea, el 37,5% del total
de aislamientos. Este grupo tiene representantes de cada sitio de muestreo a
excepcion de Darién mas o menos con la misma proporcion, mostrando una
baja patogenicidad a los 21 dias después de inoculada las plantas de aji,
permitiendo que la planta contintde con su ciclo de vida y emita nuevos brotes a
partir de los nudos més cercanos a la base de la planta. Esto ocurrié tan solo
en plantas inoculadas en estado fenolégico de prefloracion, caso contrario a lo
qgue ocurre cuando se inoculan plantulas, ya que bajo estas condiciones las

plantas no sobreviven (datos no mostrados).

El grupo 4 de patogenicidad son aquellos que tienen una patogenicidad
intermedia- alta cuyo avance a los 21ddi fue en promedio de 17,78cm, con un
minimo de 16,1cm y un maximo del18,98cm para un aislamiento proveniente de
Roldanillo. EI 42,86% de 14 aislamientos esta representado por los
provenientes de Roldanillo, en tanto que el 21,43% (de 14) son de Yotoco y
Yumbo, y 2 aislamiento con el 14,29% provienen del municipio de Bolivar
(Figura 11).
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En resumen se encontrd variabilidad en la capacidad para causar enfermedad
entre los aislamientos por lugar de origen, y también se encontré variabilidad
en la patogenicidad dentro de los sitios de muestreo. Esta variacion en la
patogenicidad estda de acuerdo con lo encontrado por Islam et al. (2005),
Sedegui et al. (2000) y Ristaino (1990). Los datos muestran que los
aislamientos cuyo origen se encuentra en los municipios de Yotoco y Rodanillo
tienden a ser mas patogénicos que el resto de aislamientos. Esto dado
posiblemente a que estas zonas son las mas importantes para el cultivo de aji
en el Valle del Cauca, y el uso indiscriminado de agroquimicos para el control
de esta enfermedad puede estar cambiando la capacidad patogénica de esta

especie en estos lugares.

Datos similares han sido reportados por Kooket al. 2001 con nueve
aislamientos recuperados de aji y calabaza de diversos origenes geograficos,
donde encontraron diferencias significativas entre los aislamientos probados en
diferentes cultivares, lo cual sugiere que los aislamientos poseen factores

especificos de virulencia.
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Figura 12 Dendrograma de andlisis de medias Ward para patogenicidad total a
los 21ddi.
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5.5 Genotipificacion por marcadores moleculares RAMs

Se emplearon seis (6) de los siete cebadores RAMs propuestos para esta
investigacion, porque presentaron algun grado de polimorfismo en los
aislamientos de Phytophthora estudiados. El primer CT no amplificé para la
poblacion, a pesar de que se probaron diferentes concentraciones de los
reactivos, también se cambi6 la marca de la TAQ polimerasa (se emplearon las
marcas : Vivantis, Fermentas), por otro lado se realizaron cambios en las

temperaturas. No obteniendo resultados favorables.

Los seis primers (Tabla 8) empleados generaron un patron de 147 bandas con
pesos moleculares entre 300 a 1400bp y ocho fue el menor niumero de bandas
presentado por el primer GT, y el primer con mayor niumero de bandas fue el
CGA el cual tuvo 35. Empleando siete primers RAPD Islam et al. (2005)
analizaron un total de 65 bandas polimoérficas en 24 aislamientos de P. capsici.
Truong et al.(2010),utilizando cinco primer RAMs caracterizé 118 aislamientos,
estos primers generaron un total de 48 bandas polimoérficas. Datos que se
encuentran muy por debajo de los reportados en este estudio empleando la

técnica RAMS.
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Tabla 8. Caracteristicas del cebador, numero de bandas por cebador,
heterocigosidad esperada y porcentaje de loci polimorficos para los 64
individuos de Phytophthora spp. evaluados.

Cebador Secuencia Bandas Bandas Rango bp. He Porcentaje de
totales polimorficas Iocipoliénorfico
AG *HBHAGAGAGAGAGAGAGAG 20 19 300-1400 0,3679 95.0000
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGT 34 30 300-1400 0,3158 88,2353
CA DBDACACACACACACACACA 29 29 400-1200  0,3091 100,0
CCA DDBCCACCACCACCA 21 16 400-1400 0,2072 76,1905
CGA DHBCGACGACGACGACGA 35 29 400-1300 0,1888 82,8571
GT VHV GTG TGT GTG TG 8 8 300-1300 0,3210 100,0
TOTAL 147 131 0,2758 89,1156

* sitios degenerados: H(AOTOC);B(GOTOC);V(GHASGC)YD(GOAO
T)

La diversidad genética de una poblacién de Phytophthora capsici aislada de aji
y calabaza durante los afios 1998 y 2000 en Michigan muestra un

heterocigosidad de 0,17 la cual es baja (Lamour y Hausbeck, 2001).

El analisis genético en pimienta negra realizado por Truong et

al.(2010),empleando 118 aislamientos de P. capsici encontré que el 83,3% de

los loci fueron polimorficos, de 48 bandas amplificadas con los primer RAMs

ACA, AG, CGA, GT, y TG. Y la heterocigosidad para los 118 aislamientos fue
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de 0,19 mostrando una diversidad genética relativamente baja. Por otra parte
Mfegue et al., encontr6 en una poblacibn de Phytophthora megakarya
empleando marcadores microsatelites una heterocigosidad extremadamente

alta de 0,575 en promedio.

Un analisis de la estructura genética de las poblaciones Peruanas de P.
infestans muestra una Heterocigosidad entre 0,08 y 0,8 indica una amplia
diversidad expresada en las multiples razas detectadas en la mayoria de los

campos (Perez et al.,2001).

En este estudio se encontré un valor de heterocigosidad total de 0,2758 lo cual
sugiere que en las poblaciones evaluadas hay una diversidad genética
intermedia, dato relacionado con el porcentaje de loci polimérfico, que para
nuestro caso fue de 89,1156%. El primer AG muestra una He de 0,3679, el GT
de 0,3210, el TG de 0,3158, CA de 0,3090 primers que soportaron en gran
medida la diversidad observada; lo cual sugiere que estos cuatro cebadores
pueden ser empleados para realizar futuras investigaciones sobre estructura
genética. En tanto que los primers CCA (0,2072) y CGA (0,1888), y
presentaron un porcentaje de loci polimérficos de 76,19 y 82,85 %

respectivamente, siendo los primers que menos aportaron a la diversidad.

5.6 Analisis descriptivo

Para el analisis descriptivo se realizo0 un dendrograma con el coeficiente de
Dice Nei-Li(1978). Mediante el método de clasificacion UPGMA (Figura 12), se
mostré que existe una relaciéon significativa entre los grupos geograficos. A un
nivel aproximado de similitud de 0,70 se formaron cuatro grupos (1, 2, 3, y 4).
El grupo 1 estd compuesto por los 60 aislamientos de Phytophthora capsici en
el cual se puede a preciar que los aislamientos tienden a agruparse por sitio de
colecta. Los grupos dos y tres estdn compuestos por los aislamientos DR60 y
DR59 proveniente de Darien, respectivamente. El grupo 4 esta compuesto por
dos aislamientos de Candelaria, Centro de investigacion CEUNP de la
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Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira. Perteneciente a una especie
de Phytopthora no identificada.
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Figura 13 Diversidad genética de la poblacion de Phytophthora capsici en aji y
pimenton en el Valle del Cauca.
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5.7 Coeficiente de diferenciacidén genética (Fst)

El Fst cuantifica la consanguinidad de las subpoblaciones en relacién a la
poblacion total de la cual forman parte, se interpreta como la proporcion de la
variacion total atribuible a la diferenciacion entre poblaciones (Caujapé, 2006,

citado por Rugeles, 2011).

Se realiz6 la estimacion del indice de fijacién (Fst) para verificar la existencia
de diferenciacién genética entre los sitios de muestreo en el Valle del Cauca
para la enfermedad causada por Phytophthora capsici. El valor de Fst
encontrado en este estudio fue de 0,2590 (D.S= 0,0170; 1000 replicaciones) lo
gue indica que existe una alta diferenciacion genética entre las poblaciones de
Phytophthora (Tabla 9). En contraste con este estudio, Lamour y Hausbeck
(2001a) estudiaron la dinamica de la supervivencia y evolucion de la
sensibilidad al Mefenoxam en poblaciones de Phytophthora capsici durante los
periodos de 1998 a 1999, empleando la técnica AFLP encontraron en estas
poblaciones una baja diferenciacion genética Fst< 0,05 de acuerdo con la tabla
de Wright's.

Lamour y Hausbeck (2001b) investigando la estructura genética de
aislamientos de P. capsici aislados de aji, pepino, calabaza, tomate, y zapallo
encontraron una diferenciacion genética para el periodo de 1998 y 2000, fue
de 0,04 y 0,03 respectivamente. Indicando estos resultados que en estas
poblaciones hay muy baja diferenciacion genética o perdida de
heterocigosidad. En otro estudio Lamour y Hausbeck (2003) llevado a cabo
entre el 1998 al 2001 en Michigan, aislando P. capsici de pepeno y tomate en
un sistema de rotacibn de cultivos encontraron entre las poblaciones
colectadas un indice de fijacion (Fst) de 0,05 con una variacion de 0,01, lo cual
indica una muy baja diferenciacién genética, o perdida de la heterocigocidad

durante el periodo evaluado.
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Tabla 9. Clasificacion de la diferenciacion genética de acuerdo al Fst propuesta
por Wright(1978)

Valores de Fst Grado de diferenciacion
0-0.05 Poca diferenciacion genética
0.06 - 0.15 Moderada diferenciacion genética
0.16 - 0.25 Alta diferenciacidén genética
Mayor de 0.25 Gran diferenciacion genética

(Hartl y Clark, 1997)

El valor de Fst obtenido en este estudio indica que existe una alta diversidad
genética en los sitios cultivados con aji y pimenton en el Valle del Cauca, esto
sugiere que la reproduccion sexual juega un papel importante en la
conformacioén de la estructura genética de las poblaciones de Phytophthora en

el Valle del Cauca.

5.8 Distancia genética

Los valores de distancia genética calculados con el indice de Nei(1978) fueron
muy altos comparados con los resultados obtenidos por Islam et al., (2005),
mediante la técnica RAPD lograron formar seis grupos, agrupados de acuerdo
con caracteristicas de patogenicidad y no de sitio de origen. Los valores de
distancia genética para los aislamientos de Phytophthora capsici de Michigan
fluctuaron entre 0,03 y 0,45. La diversidad genética en nuestro caso de estudio
fue mayor entre los grupos 8 y 9 con un valor de 0,5194, los grupos 7 y 8
(0,4275), los grupos 6 y 8 (0,4016), los valores de diversidad genética mas
bajos se encontraron entre los grupos 1y 3 (0,0402) (Tabla 10). Los valores
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para las comparaciones realizadas de diversidad genética con el grupo 8
fueron altas, principalmente debido a que este grupo esta representado por los
aislamientos de Phytophthora provenientes de Darien los cuales no pertenecen
a la especie P. capsici.

Tabla 10. Distancias genéticas obtenidas mediante el indice de Nei (1978) para
las ocho poblaciones de Phytophthora spp. estudiadas.

Population 1 2 3 4 5 6 7 3
1 *okkkok

2 0,0535  xxw*

3 0,0431 0,0602 *x**

4 0,0676 0,0826 0,0487 xxxx*

3) 0,0722 0,0743 0,0726 0,0720 *****

6 0,0657 0,0693 0,0462 0,0515 0,0640 ***=**

7 0,1166 0,1365 0,1008 0,1321 0,1534 0,1348 *****
8 0,4096 0,4622 0,4279 0,4102 0,3970 0,4607 0,4972

| | || || || || 1
5,000 4,000 3,000 2,000 1,000

*

Figura 14 Dendrograma por sitios de muestreo en el Valle del Cauca para la
enfermedad causada por Phytophthora capsici en Aji y pimentdn.
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El dendrograma para los ocho grupos construidos mediante el método UPGMA
(Figura 13 y con un bootstrapp de 1000 repeticiones mostré un alto porcentaje
de loci que soporta la formacion de los nodos (Tabla 11) lo que indica una alta
confiabilidad de los loci utilizados en el andlisis de diversidad genética, y la

efectividad de la técnica molecular RAMs para el estudio realizado.

Este dendrograma muestra una cercania entre las poblacionesl, 3, 6 2, y5,
esta diversidad es explicada por la cercania entre los sitios de muestreo, ya
gue estos se encuentran ubicados en la zona norte del Valle donde el flujo

genético es mas alto.

Mientras que las poblaciones 7 y 9 forman un grupo separado provenientes de
los sitios Palmira y Toro, lo cual indica que no hay una relacion clara entre la
distancia genética y la distancia geografica. Las poblaciones mas distanciadas
corresponden con la 4, y 8 cuyo origen en Candelaria y Darién, este
distanciamiento de estas poblaciones es claro que es motivado por las

especies de Phytophthora aun no identificadas.
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Tabla 11. Informacién de los loci que soportan la construccion del
dendrograma de distancias de los ocho sitios de muestreo para Phytophthora.

Proporcién de

No. De loci % total de loci
Nod que R_éplicas que
o similares
Soportan Soportan el
el nodo (1000 nodo
repeticiones)
10.00
1 11 7,48%
%
2 2 1,36% 18,2%
3 0 0,00% 0,00%
4 1 0,68% 0,91%
5 2 1,36% 1,82%
47,27
6 52 35,37%
%
100,00
7 110 74,83%

%

5.9 Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

Este método permiti6 verificar la existencia de  diferenciacion de las
poblaciones de acuerdo a los sitios geograficos donde fueron aislados. Se
asumio que cada uno de los nueve grupos correspondia a una poblacion
separada. El andlisis de varianza molecular para los grupos(Tabla 12) muestra
gue existe una variacién entre los aislamientos de cada poblacion (46%)
(Figura 13). Esta variacion podria indicar la existencia de subpoblacion es
dentro de cada grupo. El 54% restante se debe al componente de varianza
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genética entre grupos, la cual fue significativa (P> 0.010), indicando que existe

diferenciacion genética entre los grupos de Phytophthora evaluados.

Estos resultados estan de acuerdo con los encontrados por Lamour y
Hausbeck (2001), donde el andlisis de la AMOVA mostré un set de todas las
localidades indicando que el 40% de la variacion se encuentra entre las
poblaciones y el 60% de la variacion esta localizada dentro de las poblaciones.

Porcentaje de Varianza Molecular

Figura 15 Porcentaje de variacion del andlisis de varianza molecular para los
nueve grupos de Phytophthora.
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Tabla 12. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para las poblaciones de
Phytophthora

F.V. df SC MS %
Entre 7 6,147 0,768* 54%
poblaciones
Dentro de 54 4,900 0,089 46%
poblaciones
Total 61 11,047 100%

Significativo para a=0,05; 1000 permutaciones
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6. CONCLUSIONES

En los nueve municipios visitados se observo los sintomas caracteristicos de
la enfermedad causada por Phytophthora capsici en plantas de aji y pimenton,

en el Valle del Cauca. Logrando obtener 62 aislamientos.

Los cebadores PCAP e ITS4, A2 e 12, permitieron identificar la totalidad de
aislamientos como pertenecientes a la especie Phytophthora capsici. De igual
forma el andlisis de las secuencias de los aislamientos seleccionados corroboro
los resultados obtenidos con los cebadores especie- especificos ya

mencionados.

Se encontro variabilidad en la patogenicidad de los aislamientos de P. capsici,
siendo los aislamientos de Darien los menos patogénicos bajo condiciones las

condiciones evaluadas.

La diversidad permitiendo distinguir cinco grupos bien definidos a un nivel del
78 porciento de similaridad se formaron 5 grupos genéticos. El analisis de
estructura genética permitié evidenciar que hay una diferenciacibn moderada
en las poblaciones de cada uno de los sitios muestreados en el Valle del

Cauca. La mayor va

76



7. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza para la patogenicidad de la enfermedad causa
por Phytophthora expresada como avance a través del tallo en cm. a los 21
diasdespués de la inoculacion.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 35848,69 64 56/,14 54,19 <0,0001
Aislamientos 35801,11 62 577,49 55,87 <0,0001
Bloque 44,58 2 22,29 2,16NS 0,1165
Error 7142,57 691 1/,34

Total 42991,26 755

DMS (=5%) aislamientos
CV = 20,62%
R®> = 0,82
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Anexo 2.

Medio de cultivo agar-avena selectivo

20gr avena entera triturada en mortero
16gr agar

10gr dextrosa

2gr extracto de levadura

1It agua destilada

Antibidticos

100pg/ml Rifampicina
100pg/ml Penicilina
250pg/ml Ampicilina
12,5pg/ml Clorafenicol

Fungicidas

25ug/ml Benomil

pg/ml Hymexazol

medio ¢ (Fi)

1g Casaminoacidos

10g Peptona

1,5gr Extracto de levadura

1It agua destilada estéril



Anexo 3. Analisis de Duncan para detectar diferencias minimas significativas a
una probabilidad del 0,05%

RD37 0,00 12z 0,93 &

DR37 0,16 1z 0,93 &

€303 0,26 12 0,93 & B

DR36 0,41 12 0,93 & B

Ce304 0,50 1z 0,93 & B

cDz2 3,06 12 0,93 E C

¥T10 3,52 12 0,93 c

YB18 4,86 12 0,93 c

RD34 5,45 4 1,61 D

¥B19 9,47 12 0,93 D E

T2 11,25 12z 0,93 E F

RDZ3 11,38 12 0,93 E F

RD40 11,38 12 0,93 E F

Icizs 12,26 12z 0,93 E F G

LYS 12,26 12 0,93 E F G

RD41 12,36 12 0,93 E F G

LU3S 12,38 12z 0,93 E F G

¥B20 12,50 12 0,93 E F G

LU34 12,67 12 0,93 F G

LTZ9 12,96 12z 0,93 F G

BL16 13,16 16 0,80 F G HE

LTZE 13,27 12 0,93 F 6 H

Iciz 13,71 12z 0,93 F 6 H I

¥T3E 13,72 12 0,93 F G E I

LYl 13,83 12 0,93 F G E I g

¥T39 14,10 12 0,93 F 6 B I g

¥T11 14,90 8 1,14 G E I I K

cedz 14,95 12 0,93 G E I I R

ce33 14,98 12 0,93 G E I I K

L¥41 15,16 12 0,93 G E I I R

¥T40 16,10 12 0,93 E I J E L

EL14 16,35 12 0,93 I J K L

¥TS 16,69 12 0,93 I J K L

L¥39 16,89 12 0,93 J K L M

RD36 17,18 12 0,93 E L

RD3E 17,23 12 0,93 E L X

RD2E 17,55 20 0,72 E L B N

¥T? 17,60 12 0,93 E L K N

BL15 17,69 12 0,93 E L B N

RDZ6 18,02 12 0,93 E L K N

¥B21 18,43 12 0,93 L B N o

RD30 18,78 12 0,93 L B N O

L¥43 18,75 12 0,93 L BN O

RDZ% 18,98 12 0,93 L B N O

RD27 12,87 12 0,93 ¥ N O F

Ic44 13,93 12 0,93 ¥ N O F

T4 20,59 12 0,93 N ¢ P 02

L3z 20,65 12 0,93 N o P Q

¥T1 21,33 12 0,93 o P Q R

TS 21,38 12 0,93 o P Q R

EL45S 21,40 12 0,93 o P Q@ R

cD31 22,23 12 0,93 P Q R 5

¥T13 22,28 12 0,93 P Q0 R S

¥TE 22,41 12 0,93 P Q R 5

BL17 23,48 12 0,93 Q R 5 T
LU33 23,84 12 0,93 R 5 T
¥T1Z 24,32 12 0,93 R 5 T O
¥T42 24,43 12 0,93 s T U0
¥T3 25,15 12 0,93 s T U©
RD2S 25,17 12 0,93 s T O
TS 25,51 12 0,93 T U
RD29 25,53 12 0,93 T U
RD35 27,08 12 0,93 u

Medias con wia letra comimm neo son significetivamente diferentes (pc= 0,05)
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Anexo 4.

Promedio para los grupos de patogenicidad

Grupo No. Media minimo  maximo  desviacién
Aislamientos

1 19 22,96 19,87 27,08 2,13

2 8 1,60 0,00 4,86 1,90

3 22 12,78 8,45 15,16 1,72

4 15 17,58 16,10 18,98 0,93
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