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Resumeny Abstract Vi

Resumen

En el Valle del Cauca la produccion de aji y pimenton esta siendo afectada por
patdgenos del suelo principalmente Phytophthora capsici Leonian y Fusarium spp. Hasta
el momento no se conocen estudios en el Valle del Cauca sobre la caracterizacion de las
especies de Fusarium afectando estos cultivos y no se tienen variedades de aji y
pimentdbn con resistencia a este patégeno. Este trabajo tuvo como objetivos
fundamentales identificar fuentes de resistencia de pimenton y aji al ataque de Fusarium
spp. y caracterizar aislamientos de Fusarium spp afectando plantas de pimentén y aji .
Se visitaron las regiones productoras de aji y pimenton en el Valle del Cauca tales como
Darien, Dagua, Yotoco, La Unién, Toro, Roldadillo, Bolivar, Yumbo, El Cerrito y Palmira.
Se colectaron plantas con sintomas caracteristicos a los causados por el patégeno y se
obtuvieron 70 aislamientos de Fusarium spp. La purificacion e identificacion de los
aislamientos de Fusarium spp. se hizo en medios de cultivo PDA, SNA y CLA en los
Laboratorios de Microbiologia Vegetal y Fitopatologia de la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira. Las pruebas de patogenicidad se realizaron en invernadero. Se
realizd un primer ensayo para seleccionar el mejor método de inoculacion. Plantas de la
variedad de aji “Cayenne”, susceptibles a Fusarium spp., fueron sembradas en turba
contenidas en vasos plasticos. Trece (13) tratamientos fueron aplicados a la planta. Los
tratamientos consistieron de la combinacioén factorial de tres métodos de inoculacién (Los
aislamientos de Fusarium inoculados a la raiz; inoculados al suelo del pote; e inoculacién
insertando en la planta un palillo de dientes impregnado con micelio del aislamiento) y
cuatro aislamientos de Fusarium spp. mas un control sin inoculacién. Los tratamientos
fueron arreglados en un disefio de bloques completos al azar. Cada tratamiento tenia
una unidad experimental de 8 plantas y tres repeticiones. El método de raiz fue el mas
efectivo y se usoO para evaluar la patogenicidad de los 70 aislamientos. Se encontraron
21 aislamientos patogénicos los cuales se utilizaron para evaluar las lineas de aji y
pimentén que han sido mejoradas para la resistencia a Phytophthora capsici Leonian y el

germoplasma de Capsicum spp. de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira,
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donde las lineas 12-13, 7-17 y CAY45 presentaron resistencia a la pudricion causada por

Fusarium.

Abstract

In the Cauca Valley, chili and peppers yields, are affected mainly by soil pathogens such
as Phytophthora capsici Leonian and Fusarium spp. There are not studies in the Cauca
Valley on characterization of Fusarium species affecting these crops. This study aimed to
find identifity sources of pepper and chili resistance to Fusarium spp., especially F.
oxysporum and F. solani species reported to cause stem rot of Capsicum spp. We visited
the regions where pepper and chili are grown in the Cauca Valley such as Darien, Dagua,
Yotoco, The Union, Toro, Roldadillo, Bolivar, Yumbo, Cerrito and Palmira. We collected
plants with characteristic symptoms to those caused by the pathogen and it were
obtained 70 isolates of Fusarium spp. Purification and identification of isolates of
Fusarium spp. were made in PDA, SNA and CLA culture media in the Laboratories of
Microbiology and Phytopathology at National University of Colombia, Palmira Campus.
Pathogenicity tests were conducted under greenhouse conditions in different
experiments. A firts trial to select the best inoculation method was made. Thirteen
treatments and three replicates per treatment were arranged in a randomized complete
block design. The treatments consisted in the combination of three methods of inoculation
(Fusarium isolate inoculated directly to plant roots; pathogen infested in the pot soil; and
inserting in the plant a wood stick with pathogen’s mycelia) and 4 isolates plus a control
without inoculation, then it was proceeded to evaluate the other isolates by the method of
inoculation to the root, as well as being a simple method expressed the disease quickly,
using a design of a randomized complete block. Of the isolates that were selected for
pathogenicity are used to search for sources of resistance that can be used in plant
breeding programs, this is done by evaluating lines have been improved Phytophthora
capsici Leonian and germplasm from Bank of Germplasm of the National University of
Colombia at Palmira, where lines 12-13, 7-17 and CAY45 were resistant to rot caused by

Fusarium.
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Introduccion

El género Fusarium fue descrito por Link en 1809 (Leslie and Summerell, 2006), el cual
tiene una gama amplia de especies, y ademas se han identificado mas de 120 formae
specialis, basados en la especificidad del huésped, y cultivar que colonizan (Michielse y
Rep, 2009). Se caracteriza por la produccion de conidias en forma de canoa, hialinos y
septados conocidos como macroconidias y algunas especies las producen en cuerpos
fructiferos conocidos como esporodoquios. Otras especies pueden producir diferentes
tipos de esporas conocidas como microconidias, mesoconidias e igualmente producen
estructuras de resistencia conocidas como clamidiosporas, las cuales pueden sobrevivir

en condiciones adversas por varios afios (Agrios, 2005).

Fusarium es un hongo cosmopolita, habitante del suelo, adquiere su alimento como
saprofito facultativo. Cuando se presentan las condiciones climaticas ideales se puede
comportar como patdgeno de plantas, causando diferentes enfermedades en la raiz,
tallo, hojas o frutos, afectando un amplio rango de especies vegetales. Muchas de estas
plantas son de importancia econdmica entre los que se encuentran los géneros de la
familia Solanaceae, entre las cuales se incluye el tomate, papa, berenjena, pimentén y aji
(Miller et al., 1996).

En aji y pimentdn, Fusarium es considerado un patdogeno de importancia economica.
Ademas varias especies pueden infectar estos cultivos causandoles marchitamiento de
hojas, pudricion de raiz y/o marchitamiento del fruto (Oelke y Bosland, 2001); ademas, la
enfermedad puede ser confundida con otros patégenos, como es el caso de la pudricion

de la raiz causada por Phytophthora capsici. (Oelke y Bosland, 2001).

El control de la enfermedad causada por Fusarium en Capsicum se concentra en la
utilizacién excesiva de agroquimicos, método que es agresivo para el medio ambiente,
gue trae como consecuencia la alteracion del equilibro bioldgico al afectar negativamente

los organismos benéficos del suelo con un incremento en los costos de produccion
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(SIPSA, 2011). Por otro lado, el uso excesivo de agroquimicos tales como el tebuconazol
(D’Mello et al., 1998, Citados por: Ramirez et al., 2004), incrementa la produccion de
micotoxinas como el 3-Acetyl deoxynivalenol, finalmente se induce la resistencia genética
del patégeno (Ma y Michailides, 2005; Suga et al., 2011). La busqueda de fuentes de
resistencia es una alternativa favorable para el control de enfermedades, la cual es mas
amigable con el ambiente, disminuyendo la posibilidad de desarrollar resistencia en los

patégenos y baja los costos de produccion al reducir el uso de agroquimicos.

Una de las enfermedades limitantes de la produccion de aji y pimentdn en el Valle del
Cauca es la pudricion de raiz y tallo causada por especies del género Fusarium. Esta
enfermedad se caracteriza por un severo marchitamiento de las plantas, colapso de la
planta, disminucién o desintegracion del sistema vascular y finalmente muerte de la
planta. En Colombia no hay reportes confiables sobre cual especie estd afectando
principalmente la pudricion de aji y pimenton, sumando a la dificultad que hemos
observado entre los agricultores para diferenciar dafios causados por Fusarium spp. a los
dafios causados por Phytophthora capsici. Sin embargo en el 2008, dentro del proyecto
de la Universidad Nacional de “Busqueda de Resistencia a Phytophthora capsici en
Capsicum” se colectaron 70 aislamientos de Fusarium afectando plantas de aji o
pimentén en zonas productoras de Yumbo, Dagua, Darién, Vijes y La Union.



1.Capitulo 1: Revision de Literatura

1.1 El Genero Fusarium

El género Fusarium comprende un amplio grupo de especies, con una distribucion
geografica amplia, afectando un amplio rango de hospederos incluyendo humanos,
animales y plantas, o puede encontrarse como saprofito en el suelo. Este grupo de
microorganismos presentan diferentes estrategias de infeccién en distintas partes y
estados fenoldgicos de la planta (Moretti, 2009; Summerell, et al., 2003), como son las
raices, tallo, hojas, flores y fruto. Su facil diseminacion dificulta el control de este hongo,
pues puede dispersarse por el viento, agua, en residuos de cosecha, frutos y semillas
contaminadas (Summerell, et al., 2003).

Algunas especies de Fusarium causan dafios en muchas plantas como son la pudricion
del cuello y raiz, marchitamiento, amarillamiento, muerte descendente, debido a que el
hongo cuando penetra a la planta obstruye los vasos del xilema e impide la entrada de
nutrientes a la planta, ademas, produce un grupo de enzimas que degradan la pared
celular de la planta facilitandole el proceso de infeccion (Summerell, et al., 2003).
Ademas de estos dafios, la mayoria de las especies de este género producen diversos
efectores de naturaleza proteica que puede ayudarle al patégeno a suprimir las defensas
de las plantas logrando su penetracion. Por otro lado tienen la capacidad de producir
metabolitos secundarios como las micotoxinas que contaminan los productos de
consumo humano y animal, la produccién de estas moléculas hace que el

microorganismos sea mas competitivo (Moretti, 2009).

Una de las razones por la cual el género Fusarium presenta una capacidad de
adaptacion en respuesta a nuevos ambientes, la interaccion con diversos organismos y

los entornos cambiantes, es su gran diversidad genética (Fourie et al., 2011).
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1.1.1 Taxonomiade Fusarium.

La taxonomia de Fusarium es compleja debido a las variaciones morfolégicas y
fisiologicas que difieren grandemente de una especie a otra, ademés de su huésped
(Oelke et al.,, 2001; Summerell et al., 2003). Se han propuesto muchos sistemas de
clasificacion durante muchos afios, la primera descripcién la hizo Link con la forma de
conidia como caracteres primarios. Wollenweber y Reinking (1935), desarrollan un
sistema de clasificacién basado en 16 secciones, 65 especies y 77 variedades y formas
subespecificas, en la cual cada seccion con sus especies fueron agrupadas por criterios
morfoldgicos. Posteriormente Snyder y Hansen entre 1940 y 1950, reducen este numero
de especies a 9 géneros basandose en la morfologia y crearon las forma specialis
basados en la patogenicidad de los aislamientos o cepas. Booth (1971) en su publicacion
“The Genus Fusarium”, incluyo claves a las secciones y especies de la clasificacion
propuesta por Wollenweber y Reinking (1935), introduciendo el uso de la morfologia de
las células conidiagenicas, especialmente las que producen microconidias. Para 1975
Booth publica una especie de monografia donde menciona la clasificacion y los
problemas de la correcta aplicacion del nombre y la asignacion de aislamientos a
especies, variedad o forma specialis, llamado “The Present Status of Fusarium
Taxonomy” (Oelkeet al., 2001; Leslie et al., 2006; Booth, 1975).

Nelson et al., (1983), en su publicacion “Fusarium Species. An lllustred Manual for
Identification”, indicd que la produccién de micotoxinas por algunas hongos, contribuye a
la identificacion de especies de Fusarium. Para el afio 2003, Summerell, Salleh y Leslie
en su publicacion “A Utilitarian Approach to Fusarium Identification”, hacen una revision
de las especies de Fusarium enfocandose a su efecto en la planta. Posteriormente,
Leslie y Summerell prublican “The Fusarium Laboratory Manual” en el cual describe 70
especies, donde incluye taxonomia, identificacién y técnicas y métodos utilizados para su
descripcion.

Actualmente el género Fusarium pertenece al Phylum Ascomycota, Clase
Sordariomycetes, orden Hypocereales, Familia Nectriacceae. (Michielse y Martijn; 2009).
Los telomorfos de las especies de Fusarium son principalmente clasificados en el género
Gibberella y unas pocas especies en los géneros Hemanectria y Albonectria. (Moretti y
Susca, 2010).
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El género Fusarium se caracteriza por la produccién de tres tipos de esporas, llamados
conidias los cuales pueden ser macroconidas, microconidias y mesoconidias, llegandose
a encontrar en una especie la formaciéon de los tres tipos de conidias o solo uno y
ademas también por la produccion de otro tipo de espora o estructura de resistencia
llamadas clamidosporas, las cuales pueden sobrevivir en condiciones completamente
adversas por muchos afios. Las macroconidas pueden producirse en monofialides o
polifialides en el micelio aéreo o también pueden producirse en masas de monofialides
en unas estructuras especializadas llamados esporodoquios (Leslie y Summerell,
2006).EI crecimiento micelial es abundante y su coloracion es muy variable, entre los que
podemos encontrar blanco, rosado, purpura 0 violeta intenso como es el caso de

especies de Fusarium oxysporum.

Los macroconidias es uno de las principales estructuras para la identificacion morfolégica
de Fusarium, en la cual se toma la medida en longitud (ancho y largo), el numero de
septos Yy diferencias en las terminaciones basales y apicales. (Leslie y Summerell, 2006;
Nelson et al., 1994).

1.1.2 Fusariumen aji y pimenton.

En el cultivo de aji y pimenton Fusarium penetra a la planta por el cuello y/o raiz
invadiendo y obstruyendo el xilema, evitando asi la absorcion de nutrientes por la planta,
lo cual causa deficiencia en la misma hasta llevarla posteriormente a su muerte
(Michielse y Rep; 2009).

Afectando cultivos de aji y pimenton, Fusarium ha sido registrado en diversos paises
productores de aji y pimentdn. El primero en reportar la enfermedad fue en Nuevo México
en el afio 1908 (Sherf y Mac Nab, 1986; Garcia et al., 1971 Citado por: Rivera, 2009;
Velasquez-Valle et al.,, 2001; Gonzalez et al., 2002); encontrandose también otros
importantes paises productores como son China (Yang et al., 2009), India (Sharfun-
Nahar et al, 2004; Singh and Singh, 2004. Citado por: Sundaramoorthy et al., 2011),
Egipto, Estados Unidos, Australia, Pakistan, Turquia, Pert, Canada (Yang et al 2011;
Jarvis, 1994. Citado por: Smudja, 1999; Utkhede and Mathur, 2003), Corea (Cha et al,
2007; Choi et al, 2011), Tailandia (Chaiyawat et al, 2008), Trinidad (Ramdrial y
Rampersad, 2010; Rampersad y Teelucksingh, 2011), Venezuela (Escalona etal, 2006),
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Argentina (Gonzalez et al, 2002), Serbia, Hungria, Netherlands, Iglaterra (Lukacs y
Szarka, 1988; Anonymous, 1989; Fletcher, 1994. Citado por: Smudja, 1999) entre otros.

En varios de estos paises la pudricion del cuello de la raiz en aji y pimentdn causada por
Fusarium es uno de las principales limitantes del cultivo, llegando a ocasionar pérdidas
por encima del 50% u ocasionando la pérdida completa del cultivo cuando las
condiciones son favorables para el desarrollo de la enfermedad (Singh and Singh, 2004;
Madhavi et al., 2006 Citado por: Sundaramoorthy et al., 2011; Santos, 2010; Velasquez
et al., 2004).

Entre las especies registradas de Capsicum encontramos:

Tabla 1. Especies de Fusarium registradas en Capsicum.

ESPECIE PAISES BIBLIOGRAFIA
F. oxysporum f. sp. Vasinfectum | México, Suroeste de [ Oelke y Bosland, 2001; Miller, etal., 1996,
Estados Unidos, Sur | Sherfy Mac Nab, 1986

América y Europa

F. oxysporum f. sp. capsici Bl.
and Riv

Estados Unidos, México

Rivelli, 1989 Citado por: Oelke yBosland,
2001; Velasquez, 2001

F. oxysporumf. sp. radicis-

lycopersici

México

Apocada et al., 2004

Fusarium oxysporum

Israel, Pakistan, México,

Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996;

Provincia de Almeria | Mushtaq y Hashmi, 1997; Vasquez et al.,
(Espafa) 2009; Pérezet. al., 2014

Fusarium solani Israel, Canada, Pakistan, | Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996;
ltalia, México, EEUU, | Yang et al; 2009; Mushtaq y Hashmi,

Nigeria, Taiwan Provincia
de China.

1997; Tosi et al.,, 2000; Rivera, 2009;
Santos, 2010; Agarwal et al., 2007

F. equiseti Corda Israel Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996

F. semitectum Berk Israel Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996

F. javanicum Koord Israel Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996

F. culmorum (W. G. Smith) Israel Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996

F. avenaceum (Fr) Sacc Israel Oelke y Bosland, 2001; Miller, etal., 1996

F. moniliforme (Sheldon) Snyd Israel, Pakistan Oelke y Bosland, 2001; Miller, et al., 1996

Fusarium lactis Bélgica y Alberta, | Van Pouckeet al., 2011; Yang et al; 2009;
(Canada) Mushtag y Hashmi, 1997

Fusarium subglutinans Canada Utkhede y Mathur (2003)

F. pallidoroseum (Cooke) Sacco | India Nayeema et al., 1996

Fusarium anthophilum Pakistan Mushtaq y Hashmi, 1997

F. proliferatum Pakistan Mushtaq y Hashmi, 1997

F. lateritium México Vasquezetal., 2004; Vasquezetal., 2009

F. concentricum China Wang et. al., 2013

1.1.3 Importancia.

Se ha encontrado que el género Fusarium, causa serias pérdidas en muchos cultivos de

importancia econémica entre los cuales se encuentran los cereales, vegetales y
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ornamentales. Algunos de estos cultivos de gran importancia tenemos el algoddn,
banano, café, cafia de azlUcar y en muchas solanaceas como tomate, tabaco, papa,
berenjena, aji y pimentén. (Agrios, 2005; Miller et al., 2008; Oelke et al., 2001).

1.1.4 Limitantes del cultivo de aji y pimentén en Colombia.

El pimentdon como toda hortaliza presenta una serie de problemas relacionados con el
ataque de plagas, susceptibilidad a enfermedades y condiciones climéticas adversas al
cultivo (Casanova, 1995). En Colombia se han registrado 15 organismos patégenos que
causan enfermedades en cultivos de pimentdn, esta situacion se ha dificultado debido a
gue al ser Solanadceas comparte enfermedades con tomate, al se han registrado 48
organismos patégenos en Colombia (Tamayo, 2001), razén por la cual son susceptibles
en menor o mayor grado a estos patégenos, representados en bacterias, hongos, virus y
nematodos que reducen la productividad y la calidad del producto en la cosecha y

almacenamiento (Jaramillo, 2001).

1.1.5 Distribucion geogréfica de Fusarium spp.

Fusarium es un hongo cosmopolita, el cual lo encontramos en climas muy diversos,
ademas, debido a que cuenta con un gran pool genético, puede adaptarse rapidamente a
cambios en el ambiente. Cuando hablamos de Fusarium como patégeno de plantas,
podemos decir que es un microorganismo bastante complejo, ya que puede variar entre
especies o dentro de la misma especie, una especie especifica la podemos encontrar
afectando diversas especies de plantas o también puede especializarse en un cultivo o
especie especifica. Debido a la gran variabilidad y plasticidad de este género, lo
podemos encontrar en todo el mundo, en condiciones tan adversas para algunos
microorganismaos y que este puede sobrevivir.

1.1.6 Sintomatologia.

En Capsicum, el patdégeno penetra a la planta por la raiz o la base del tallo, coloniza a la
planta con sus hifas y conidias a través de los vasos del xilema, causando la obstruccion
de estos, afectando la toma de nutrientes y el agua lo que causa deficiencias lo cual se
puede ver reflejado en un marchitamiento progresivo del follaje y pérdida de turgencia de

las mismas, pudricion del cuello y de raices, en la base del tallo se puede ver una
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coloracion rosa al inicio del dafio, posteriormente esta se torna marrén y presentarse una
depresion hasta ocasionar la muerte, en casos menos severos la planta puede presentar
enanismo. (Oelke y Bosland, 2001; Miller et al; oct. 2008; Michielse y Rep; 2009).Los
sintomas de Fusarium pueden confundirse faciimente con otros patdégenos de raiz debido
a que afectan un mismo 6rgano que es fundamental para el buen desarrollo de la planta.
(Oelke y Bosland; 2001)

1.1.7 Resistenciade Capsicum a Fusarium

Son pocos los registros sobre blusqueda de fuentes de resistencia en Capsicum a

Fusarium a nivel mundial. En Colombia no hay registros de resistencia a Fusarium.

Los estudios de busqueda de fuentes de resistencia se han desarrollado desde ya varios
afos; en Cuba en 1987 Camino et al., con el fin de estudiar el origen de algunos
sintomas de la enfermedad causada por Fusarium y la busqueda de variedades de
Capsicum annuum L. susceptibles a este patdgeno, evalu6 19 variedades y dos aislados
de Fusarium (F. solani y F. oxysporum pv lycopersici) en condiciones semi-controladas,
identificando las variedades “Keystone Resistant Giant”’, “Mild Calofornia Wonder” y
“Export” como susceptibles a F. solani mientras que “Bell Boy”, “Citrina”, “Chay”, “New
Ace”, “Regalo de Moldavia”, “True Hear” y “Vesna” como susceptibles a F. oxysporum pv
lycopersici y una variedad “Hungaria Sweet Wax” fue susceptible a ambos patégenos.

Las evaluaciones de resistencia a la pudricion causada por Fusarium en Capsicum han
sido principalmente estudiadas en México; Velasquez et al., 2003 evaluaron 6 lineas
avanzadas de Capsicum annum L. (LEMZ-7, LEMZ-8, LEMZ-10, LEAZ-6, LEAZ-8 Y
LEAZ-10) a Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Phytophthora spp., asi como a
enfermedades de tipo viral, donde todas las lineas mostraron ser susceptibles a
Fusarium spp. Apocada et al., (2004a), evaluaron dos cepas de Fusarium oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici (Forl-1 y Forl-2) las cuales habian sido aisladas de plantas de
tomate, en 20 cultivos diferentes entre el que se encontraban 5 cultivares diferentes de C.
annum L. (Combat-3, H-999, Lantern, Jumbo y Navolato) siendo este una de las especies
mas afectadas a excepcion de cv. Combar-3 que presento una severidad del 40% a los 7
dias después de inoculada en comparacion del 80% con el resto de los cultivares.
Gonzalez et al., 2007, evaluaron la resistencia genética en 300 materiales criollos y
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silvestres de Capsicum annum L. a Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani y Fusarium.
sp., donde encontraron resistencia a Fusarium sp. solo en dos materiales criollos (BG
102 y BG107) originarios del estado de Morales (Mexico). En este mismo afio Devika et
al., evaluaron 88 genotipos de chile (C. annum L.) contra F. solani encontrando
resistencia en los genotipos F-112-5-83, SKAU-C-101 y PC-6 (Citado por: Santos, 2010)

Gocmen y Aback (2000), en el oriente y occidente de las regiones Mediterraneas,
reportaron 6 accesiones (PBC-178, PBC-1364, PBC 413, PM-702, CM-334 and PM-217)
de Capsicum annum resistentes a dos aislados de F. solani de 25 accesiones las cuales
ya habian sido evaluadas con resistencia a Phytophthora capsici; de los genotipos
evaluados Habanero y Bagci, fueron los mas susceptibles.

En india, Ahmed et al., (1994) evaluaron 142 lineas avanzadas de Capsicum en
condiciones de infeccién naturales a F. palldoroseum, 16 fueron resistentes y 48
moderadamente resistentes. En 1998, Singh y Singh evaluaron 30 germoplasmas de
Capsicum, encontrando 9 (Punjab Lal, Solan Red, Pachhad Yellow, Solan Yellow, Pant
C-1, Sweet Banana, IC-4, IC-8 and IC-21) moderadamente resistentes, los 21 restantes
indicaron que eran susceptibles a la enfermedad. En Guijarat (India) Kelaiya y Parakhia
(2000), evaluaron 20 variedades de Capsicum a aislamientos virulentos de F. solani, de
los cuales ninguno de los cultivares estuvieron libres de la enfermedad, sin embargo, dos
de ellos (GC-1 y GC-2) fueron clasificados como resistentes y cinco (Viz, HC-9, HC-1,
PBS 86-1, PBS-86-2) fueron moderadamente resistentes, las demas variedades
mostraron ser susceptibles o altamente susceptibles.

Aunque son pocos los reportes de inmunidad o germoplasma altamente resistente; en el
afo 1994 en la investigacion realizada por Ahmed et al., reportaron alta resistencia en 12
accesiones de aji y moderada resistencia en 6 accesiones de pimenton. En 1995
Nayeema et al., evaluaron 66 lineas y cultivares bajo condiciones naturales y de
invernadero, encontrando inmunidad del cultivar Masalwadi de Capsicum annum a F.
pallidoroseum en las condiciones evaluadas, ademas que las lineas SC-120, PhuleC-5,
SC-335, SC-415, SC-1 07, SC-348, SC-108, LCA-304, Arka Lohit, Pusa Jwala, Pant C-2,
SC-1 01, SC-371, SC-137, SC-419, SC-451, SC-31, LCA-248, Jwahar-218 y SC- 502 en
las diferentes condiciones evaluadas muestran resistencia que varia desde altamente

resistente a moderadamente resistente, lo que confirma el trabajo realizado por Ahmed et
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al., en el afio 1991 (Nayeema et al., 1995) bajo condiciones naturales, en el cual también
reporto a Phule C-5, Masalwadi, SC-1 08, Arka Lohit, Pant C-2, SC- 101, SC-137, LCA-
248 y Jwahar-218 como resistentes; por otro lado también se observé que las lineas SC-
1 07, SC-108, SC-348, SC-502, SC- 451 y Pant C-2 ademéas de ser resistentes son
superiores en rendimiento y calidad.

Resistencia a F. oxysporum f.sp. capsici en diferentes especies de Capsicum fueron
reportadas por Jones and Black (1992). Estos investigadores reportaron 16 accesiones
de C. baccatum, una de C. annuum y una de C. chacoense resistentes a F. oxysporum f.

Sp capsici.

Entre las 12 lineas probadas por Saha et al., (2007) en Bangladesh, se encontr6 que

ocho fueron altamente resistentes y cuatro fueron clasificados como resistentes.

Uno de los ultimos estudios de resistencia realizado en México en el afio 2011 llamado
“Seleccion de Genotipos de Chile Resistentes al Complejo Patogénico de la Marchitez”
por Anaya et al. (2011), se evaluaron 44 accesiones y 141 genotipos de Capsicum
annum L. y 97 aislamientos de Fusarium spp., identificando 26 genotipos y 2 accesiones
(BG 102 y BG107) como resistentes al patégeno en los cuales las dos accesiones habian

sido ya evaluaos por Gonzalez et al., 2007

La resistencia a tres accesiones de Capsicum annum fue correlacionada con el contenido
de capsaicina y con el contenido de proteina soluble en los cotiledones. Igualmente se
encontrd que el tamafo y la disposicion de las células vesiculares y con el espesor de las
células del parénquima alrededor de las vesiculas estan estrechamente relacionados con
la resistencia al marchitamiento por Fusarium (Wang y Wang, 1989).Jabeen et al., 2009
evaluaron el papel de los fenoles a la resistencia de Capsicum a Fusarium, donde
evaluaron dos genotipos resistentes, seis susceptibles y sus 12 genotipos hibridos F1,
encontrando una correlacion positiva entre la resistencia del huésped, la cantidad de
fenoles y el aumento de la actividad enzimatica, mientras que fue lo contrario para los

genotipos susceptibles.

Por otro lado, en México se han hecho estudios sobre el uso de injertos para el manejo

de la enfermedad. En el estudio usaron un Serrano criollo (SCM 334) como porta injerto
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resistente en 4 variedades comerciales susceptibles Phytophthora capsici y Fusarium
solani, resultando compatible solo para una (Chile tipo poblano) de las variedades
comerciales y dando como resultado el control para Phytophthora capsici y susceptible

para Fusarium solani.

Wei et al., 2007, en China obtuvieron un germoplasma de Capsicum annuum L. in vitro,
en el cual los callos fueron inducidos por explantes de cotiledones bajo una toxina en
crudo obtenida de F. oxysporum; los analisis mostraron que la toxina en crudo tiene
efecto negativo en la induccion del callo y el crecimiento; el estudio mostré que algunas
lineas de variacion somaclonal que fueron seleccionadas podrian resistir a la toxina y
regenerar plantas resistentes al marchitamiento por Fusarium.

1.2 Identificacion

La gran diversidad y variabilidad entre y dentro de las especies de Fusarium dificulta su
identificacion solo por sus caracteres taxondmicos; ademas, muchas especies no forman
las estructuras suficientes para su completa y correcta identificacion. En algunos casos
es necesario utilizar el concepto de “especie bioldgica” para delimitar algunas especies
(Leslie y Summerell, 2006), pero esta clasificacion solo permite delimitar aquellas que
tienen un estado telemorfo siendo asi restringido para un grupo y no para las especies
gue solo se les conoce un estado asexual. Por otro lado la identificacion molecular posee
diversas técnicas para superar las limitaciones que hay en la identificacion solo por
herramientas morfolégicas, ademas nos permite hacer una rapida y correcta
identificacion lo que es importante para el manejo adecuado de una enfermedad. Una
técnica sensible y muy utilizada en la identificacién de organismos patégenos y que
discrimina entre especies es la Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR). Este método
junto con el andlisis de secuencias de ADN de la region ITS son los mas usados para el
monitoreo de enfermedades de plantas, para la deteccion de los organismos causales en
las plantas, semillas y frutos (Shcherbakova, 2007), clasificacion y andlisis filogenético a
nivel de especie.

1.2.1 Identificacién morfoldgica.

La identificacién del género Fusarium es principalmente morfologico; este se caracteriza

por presentar diversas estructuras, entre las cuales la principal caracteristica de este
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género es la produccion de macroconidias en forma de media luna. Diversos autores se
han enfocado en la identificacion morfologica de este género, (Leslie y Summerell, 2006;
Nelson et al.,, 1983) enfocandose principalmente en la ausencia o presencia de sus
macroconidias, microconidias y clamidosporas, en el tamafio, forma, tipos y cantidad de
septos por esporas. Ademas algunas clasificaciones también tienen en cuenta la
morfologia de la colonia en diferentes medios, la velocidad de crecimiento, presencia de

peritecios, entre otros.

Una correcta identificacion por caracteres morfologicos se basa en una estandarizacion
de las condiciones de desarrollo de los aislados, debido a que las condiciones
ambientales como el medio, temperatura, luz, edad del cultivo y hasta el método de
inoculacion influyen en el crecimiento, desarrollo y virulencia de las especies causando
variaciones entre ellas. Sin embargo, en muchos casos la forma y tamafio de los
macroconidias puede ser confuso debido al entorno en el cual son desarrollados o por
alteraciones producidas por cambios en el entorno o siembras progresivas en medios de
cultivo (Leslie y Summerell, 2006; Nelson et al., 1983).

Leslie y Summerell, (2006) manifiestan que diversas especies son dificiles de separar
solo por caracteres morfolégicos, debido a la variabilidad en sus caracteres fenotipicos,
pueden ser muy similares o pertenecen a una misma especie con huésped diferentes,
ademas la taxonomia del género Fusarium se encuentra en constantes cambios lo que
genera mas confusiones. Ademas algunas de las especies que son econdémicamente
importantes no presentan un estado perfecto o sexual, lo cual dificulta ain méas su
identificacion. Debido a este “inconveniente se utilizd el concepto de especie bioldgica,
debido a que se piensa que estas son un complejo de especies que comprenden muchas
especies de Fusarium (Summerell et al., 2003, Dhoro, 2010). El concepto de especie
biolégica requiere que los miembros de las mismas especies sean cruzamientos
sexualmente fértiles y que su progenie sean a la vez viables y fértiles (Summerell et al.,
2003)

La identificacion por caracteres morfolégicos es esencial, pero debido a la gran
variabilidad morfolGgica, la flexibilidad genética y capacidad de variar a los cambios del
medio ambiente es fundamental estandarizar las condiciones para su crecimiento y

desarrollo, ademas debemos apoyarnos con las técnicas de biologia molecular.
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1.2.2 Identificacion molecular.

Las técnicas moleculares han ayudado considerablemente en la deteccion, identificacion
y diagnosticos mas rapidos de hongos, ademéas han proporcionado informacion sobre las
variaciones genéticas, taxonodmicas, relacion genética, discriminacion de aislados (El-
Kazzaz, 2008; Sunil, 1999; Gosen y Debets, 1996).

En los dltimos afios el progreso de la tecnologia y herramientas en biologia molecular ha
sido enorme. Diferentes métodos son usadas para la identificacion y caracterizacion de
hongos fitopatdégenos en las cuales encontramos la tecnologia de isoenzimas, Pruebas
de ADN, RFLPs (Restriction fragment length polymorphisms), RAPD (Randomly amplified
polymorphic DNA), PCR (Polymerase chain reaction), etc. Entre las técnicas moleculares
mas comunmente usada se encuentra el andlisis de ADN por la PCR en combinacién con
la secuenciacion. La PCR es un método con amplias aplicaciones en biologia molecular
el cual permite la busqueda repetida y amplificacion in vitro de fragmentos especificos de
ADN, esta amplificacion depende de un molde de cadena sencilla y dos primers
complementarios a las secuencias sobre cualquiera de las cadenas para iniciar la
sintesis. Estas secuencias se encuentran en trazas entre una gran cantidad de otros
polinucledtidos, lo que hace que esta técnica sea sensible en la identificacion y

diagnostico de patdgenos (Gosen y Debets, 1996).






2.Capitulo 2: Objetivos

2.1 Objetivo general:

e Buscar fuentes de resistencia a Fusarium spp en germoplasma de Capsicum

2.2 Objetivos especificos:

e Determinar la patogenicidad de aislamientos del género Fusarium colectados en
plantas del genero Capsicum en el Valle del Cauca.

e Seleccionar germoplasmay lineas mejoradas resistentes a Fusarium spp.

¢ |dentificar Morfolégicamente los aislamientos patogénicos del genero Fusarium de
plantas de Capsicum en el Valle del Cauca






3.Capitulo 3: Metodologia.

3.1 Colectas.

Las colectas se hicieron en el Departamento del Valle del Cauca en los Municipios de
Roldanillo, Vijes, Darién, Dagua, Toro, Yotoco, Yumbo, El Bolo, La Union, Palmira y El
Cerrito. Los aislamientos fueron obtenidos de material vegetal de aji y pimenton afectado,
las cuales mostraban sintomas caracteristicos como amarillamiento y/o marchitamiento,
observandose también una coloraciéon marron en la base del tallo. Las plantas que
mostraban estos sintomas fueron guardadas en bolsas de papel individualmente,
debidamente etiquetadas y llevadas al laboratorio para su procesamiento.

Fgura 1. Sintomas Observados en los Diferentes Cultivos en el Valle del Cauca. Ay D. Plantas muertas
en el municipio de Dagua y Yotoco respectivamente. B. Lesidn necrética en el tallo en el municipio de La
Union. C. Marchitamiento Fuerte en el municipio de Toro. E. Marchitamiento y necrosis en el municipio de
Darién.
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3.2 Aislamientos.

Después de obtener el material vegetal con sintomas caracteristicos de la pudricion del
tallo y raiz, se procedio a aislar, identificar y purificar los aislamientos en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Se cortaron trozos
de tejido de la raiz y base del tallo enfermo de 5 mm de longitud y se desinfestaron
pasandolos por Hipoclorito de sodio (NaCl) al 2% (2 min), Alcohol (OH) 70% (1 min) y se
lavaron dos veces con Agua destilada estéril y secados en papel toalla estéril. Se
sembraron en medio PDA e incubados por espacio de 5 a 7 dias a 28 °C. Cuando se
evidencié crecimiento micelial se procedié a identificar las estructuras del hongo tales
como macroconidias por medio de un microscopio y se seleccionaron los cultivos donde
se determinoé la presencia de Fusarium. Posteriormente se purificaron y preservaron por

el método Castellani (1963). Se obtuvo un total de 70 aislamientos del genero Fusarium.

3.3 Cultivos Monosparicos.

Los cultivos monosporicos se obtuvieron a partir de aislados puros de 7 dias, para lo cual
se tomO micelio y se introdujo en un tubo de ensayo conteniendo 20 mL de agua
destilada estéril, se homogeneiz6 la muestra y se ajusté a una concentraciéon de 10°
conidia/mL, posteriormente con una micropipeta se adicion6 1 mL de esta solucién a
medio Agar Agua. Después de 24 horas, se observo en el estereoscopio la germinacion
de las conidias, seleccionando el mas distante para re-aislarlos a una nueva caja petri
conteniendo PDA. Se incubaron a 28 °C por 7 dias, esto con el fin de tener una mayor

estabilidad genética de los aislamientos.

3.4 Conservacion.

La conservacion de los aislamientos obtenidos se hizo por el método Castellani (1963)
modificado, el cual consistié en adicionar 5 discos de 5 mm de diametro del cultivo puro
de 7 a 10 dias a frascos tipo penicilina los cuales contenian agua destilada estéril y

glicerina (1:1) y almacenados a una temperatura de 4 °C.
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3.5 Pruebas de Patogenicidad.

Las pruebas de patogenicidad se llevaron a cabo en el invernadero de Fitopatologia de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira a una temperatura entre 28-30°C y una
humedad Relativa de 70%.

3.5.1 Preparaciondelinoculo.

La suspension de esporas se obtuvo a partir de aislados puros monospoéricos cultivados
en PDA a 28°C de 7 a 10 dias. A estos cultivos se adicion6 20 mL de agua destilada
estéril y se hizo un raspado superficial con una espatula estéril para desprender las
conidias, se paso por un filtro para separar las conidias del micelio y se ajustdé a una
concentracion de 1x10° conidias/mL con ayuda de una camara de Neubauer.

Figura 2. Preparacion de la Solucion de Esporas. A. Material para la preparacion. B. Adicién de 20 ml de
ADE a la cajapetri con el aislado. C. Raspado del micelio D. Filtrado del micelio. E. Muestra en la camara de
Neubauer. F. Conteo de conidias.
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3.5.2 Preparaciéndel suelo.

Se us6 una mezcla de suelo y cascarilla de arroz (1:1), el cual fue debidamente
esterilizado dos veces en autoclave a 121°C y una presion de 15 psi. Se dej6 reposar por
8 dias antes de su uso para evitar gases toxicos que pudieran afectar el desarrollo de las
plantas.

3.5.3 Ensayos Preliminares.

Se realiz6 dos ensayos preliminares para la seleccion del método de inoculacion, usando

plantas de aji variedad Cayenne.

3.5.31.1 Primerensayo.

Consistié en 3 métodos de inoculacion y 4 aislados diferentes. Se hizo en un disefio de
Bloques completos al azar con tres repeticiones, donde los tratamientos estaban
compuestos por la combinacion del método de inoculacion con cada aislamiento, mas un
control por cada método de inoculacion.

» Inoculacion al suelo. Se prepard una suspension de esporas como se describié
anteriormente, se mezcld con el suelo y se sembraron las plantas de aji. El control
consistié en adicionar agua destilada estéril al suelo.

» Inoculacion con puntas de palillos de madera. Se sembraron los aislados en
medio PDA y se coloraron las puntas de palillos las cuales fueron previamente
esterilizadas, dejando que el micelio cubriera completamente los palillos.
Posteriormente se colocaron en el sistema radical de la planta. El control consistié

en colocar puntas de palillos estériles sin inoculo.

Figura 3. Inoculaciéon con Puntas de Palillo de Madera. A. Palillos creciendo con micelio. B. Insercion
del palillo en laraiz.
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» Inoculacion alaraiz desnuda.  Se lavaron las raices de las plantas con agua
corriente y se sumergieron en el inoculo por 3 horas. Transcurrido este tiempo las
plantas se sembraron. El control se sumergié en agua destilada estéril por el
mismo espacio de tiempo.

Fgura 4.Inmersién de las Raices en la Concentracién del Inoculo.

3.5.3.1.2 Segundo ensayo.

Ademas del método de inoculacion a la raiz desnuda sin corte se adicion6 un método
gue consistié en ocasionarle heridas, el cual se denominara inoculacion a la raiz desnuda
con corte, se utilizaron para este experimento los aislamientos FSM-51, FSM-52 y FSM-
53. Consistié en dos métodos de inoculacion (inoculaciéon a la raiz desnuda sin corte e
inoculacion a la raiz desnuda con corte) y 4 aislamientos diferentes en un disefio de
Bloques completos al azar con tres repeticiones. EI método de inoculacion a la raiz
desnuda sin corte se hizo como se describi6é anteriormente.

» Inoculaciéon alaraiz desnuda. Ver primer ensayo preliminar.

» Inoculacion a la raiz con corte. Se lavaron las raices con agua corriente, se
hizo pequefios cortes a los apices de las raices y se sumergieron en el inoculo
por 3 horas. Transcurrido este tiempo las plantas se sembraron. A las plantas
control se les hizo el mismo procedimiento pero sumergiéndolas en Agua
destilada estéril.
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Fgura 5. Pequefio corte a los apices de las raices.

3.5.4 Confirmacion de los aislamientos patogénicos.

Después de la eleccion del método de inoculacion se procedid a la seleccién de los
aislados patogénicos, para el cual se utilizaron dos cultivares de Capsicum: Cayenne y
California Wonder. Las semillas de estos cultivares se sembraron en bandejas
germinadoras, las plantas fueron seleccionadas por su uniformidad a los 30 dias después
de su germinacién para su inoculacién. El tratamiento testigo se hizo con agua destilada
estéril. Las plantas que mostraron los sintomas de pudricion causadas por Fusarium se
llevaron al laboratorio para seguir los postulados de Koch.

Figura 6. Pruebas de Patogeniciad. A. Plantas en invernadero con sintomas de Amarillamiento y marchitez.
B. Seleccién de plantas con sintomas de caracteristicos a la pudricién producida por Fusasrium sp. C.
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Lavado del material vegetal. D. Corte y desinfestacion del material vegetal. E. Observacién de coloracion
marrén al hacer un corte trasversal. F. Siembra en PDA del Material Vegetal Enfermo.

3.6 Evaluaciéon de la enfermedad.

Se evalud la Incidencia y Severidad durante 60 dias. La severidad de sintomas de cada

planta se evalu6é con una escala de 0 a 5 donde:

ESCALA SINTOMAS
0 Sin sintomas visibles de la enfermedad (Planta sana)
1 Clorosis leve de hojas
2 <10% de las plantas con Clorosis leve y/o leve retraso en el crecimiento
3 11-25% de las plantas con Clorosis leve y/o leve retraso en el crecimiento y

marchitamiento

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

5 51-100% de las plantas marchitos o Muerte de las plantas

Tabla 2. Escala para evaluacion de severidad. (Modificado de Elmer et al., 2004).

El porcentaje de severidad fue evaluado mediante la formula de Song et al.,(2004):

Y (NePlantasafectadasxCadagrado)

SEVERIDAD (%) =
(%) NePlantasevaluadasxGradoMayor

x 100

3.6.1 Andlisis estadisticos delos ensayos de patogenicidad.

Los datos obtenidos de Incidencia y Severidad fueron sometidos a un analisis de
varianza mediante el programa S.A.S. 9.3 (Statistical Analysis System, Institute Inc.). Las
medias de los tratamientos se analizaron mediante la prueba de Tukey (p=0.05).

3.7 Busqueda de germoplasma resistente.

Se evaluaron 38 accesiones de Capsicum pertenecientes al programa de Mejoramiento
de Aji y Pimenton de la Universidad Nacional de Colombia de Palmira, las cuales fueron

seleccionadas por su resistencia a P. capsici Leonian.
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3.7.1 Seleccionde germoplasmaresistente.

Los ensayos de resistencia se realizaron en el invernadero del Centro Experimental de la
Universidad Nacional sede Palmira (CEUNP), ubicada en el corregimiento de Villa
Gorgona en el departamento del Valle del Cauca, con una temperatura de 28°C y

humedad relativa de 70%.

Las semillas fueron suministradas por la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira, el cual cuenta con un Banco de Germoplasma de Capsicum spp. Las semillas
fueron germinadas en bandejas de 128 alveolos bajo condiciones de invernadero con
turba y se mantuvieron en estas hasta que las plantas presentaran 4 hojas verdaderas.
Fueron seleccionadas por su uniformidad. Se prepar6 el inéculo como se describié
anteriormente, se lavaron las raices de las plantas y sumergieron en la solucion
conteniendo el in6culo por espacio de tres horas, posteriormente se sembraron en vasos
desechables de 7 onzas conteniendo una mezcla de suelo y cascarilla de arroz 1:1, el
cual fue previamente esterilizado en autoclave dos veces a 121°C y una presion de 15
psi. Se consideraron resistentes a los individuos que no presentaron sintomas de la

enfermedad y sobrevivieron, durante el tiempo de evaluacion.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, la unidad experimental estuvo
constituida de 5 plantas.

3.7.2 Analisis estadistico de los datos.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, la unidad experimental estuvo

constituida de 5 plantas.

3.8 Identificacion.

La identificaciébn morfologica se hizo a partir de cultivos monospéricos desarrollados en
PDA.
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3.8.1 Identificacién morfologica.

Siguiendo las guias de Leslie and Sumerell (2006) y Nelson et al. (1983), se
seleccionaron diferentes medios de cultivos como PDA (Papa, dextrosa, agar), CLA
(Carnation Leaf Agar) y SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) para la caracterizacion

morfoldgica de los aislamientos obtenidos.

Para la caracterizacion morfolégica se usan diversos caracteres ya sean primarios o
secundarios. Entre los caracteres secundarios mas usados se encuentra la pigmentacion
de la colonia en medio PDA vy la velocidad de crecimiento. Los caracteres primarios de
células reproductivas: microconidias, macroconidias, presencia 0 ausencia de
clamidosporas y ancho y longitud de los macroconidias, teniendo en cuenta el nUmero de

septos
Estas caracteristicas se hicieron mediante observaciones macroscoépicas tales como:

e Color de la superficie y reverso de la colonia en PDA. Se usan guias de

” W L]

colores o simplemente términos generales tales como “rojo”, “amarillo”, “naranja”,
“café”, “violeta”, “gris” y “blanco” aunque la pigmentacion no es una caracteristica
confiable para la caracterizacién de una especie, debido a que replicas continuas,
cambios de temperatura, cambios en el pH, favorecen el cambio en el color

(Leslie and Summerell, 2006).

e Velocidad de crecimiento en medio PDA. La velocidad de Crecimiento es otro
caracter secundario que es usado con frecuencia para la caracterizacion de

especies del genero Fusarium.

Para la realizacion de estos caracteres se uso6 cajas petri con 20 ml de medio de cultivo
PDA, al cual se le coloco un disco de un cultivo puro de Fusarium spp., en el centro de la
caja petri que contenia el medio, incubandose a una temperatura que oscilo entre los
28°C y 30°C; por cada aislamiento se utilizaron tres repeticiones, realizandose
mediciones cada 24 horas durante 8 dias o hasta que el aislamiento ocupara toda la caja.
El indice de crecimiento micelial (ICM) fue determinado por la formula propuesta por
Oliveira (1991):
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C; C G Cy
ICM==-L42%2423,..2n
N1+N2 +N3+ N,

Donde:

ICM= indice de Crecimiento Micelial

€, C;,C,= Crecimiento micelial de los aislamientos en la primera, segunda y n
evaluacion.

Ny ,N;N,= Numero de dias.

Ademas se hicieron observaciones microscépicas donde se observo:

e Tipo de células reproductivas (micro y macroconidias, Medios SNAy CLA)
(Ver anexo).

e Presenciao ausencia de clamidosporas (Medio SNA)

e Presencia o ausencia de microconidos (Medio CLA)

¢ Dimensiones (ancho y longitud) de conidias (Medios SNAyY CLA)

e Numero de septos de macroconidias (Medios SNAy CLA).

Figura 7. Crecimiento de los aislamientos en medios de Cultivo A. CLA y B. SNA



4.Resultados y Discusioén.

4.1 Aislamientos.

Se obtuvieron 70 aislamientos a partir de las plantas de Capsicum spp., los cuales fueron
almacenados en frascos de vidrio con Agua-Glicerol en una proporcion 1:1 a 4°C e
identificados con los cédigos FS-1 hasta FS-70 y los cultivos monosporicos de cada

aislamiento se codificaron con la nomenclatura FSM-1 hasta FSM-70 (Ver anexo 2).

4.2 Ensayos Preliminares.

4.2.1 Primer ensayo.

El método de inoculacién a la raiz fue el que primero mostro los sintomas con el
aislamiento FSM-58, en el cual se observé clorosis a los 8 dias después de la
inoculacion, y marchitez a los 11 dias y finalmente la muerte de las plantas. Los sintomas
con los métodos de inoculacion con palillos y al suelo, presentaron los sintomas a los 30
dias después de la inoculacién, los cuales se manifestaron de forma no homogénea,
debido a que no existe una interaccién directa entre el patdgeno con la raiz de la planta,

como en el método de inoculacion directa a la raiz.

Para reconfirmar la presencia de los microorganismos patégenos se siguieron los
postulados de Koch. Esto se llevo a cabo en el momento que las plantas presentaron los
primeros sintomas de la enfermedad, de esta manera se confirmd la presencia del

patdgeno en las plantas inoculadas.
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Fgura 8. Sintomas de Necrosamiento en Hojas en Inoculacién Directa a la Raiz en el Tratamiento
FSM-25.

En la gréfica 1 se muestra el porcentaje de severidad de las plantas con el método de
inoculacion a la raiz, donde se observa la aparicion de los primeros sintomas a los 8 dias
después de su inoculacion. Las plantas que fueron inoculadas con el aislamiento FSM-2
y FSM-58 fueron las primeras en manifestar los sintomas en comparacion con los otros
aislamientos, alcanzando un 80% y 100% de severidad respectivamente. La
sintomatologia del aislamiento FSM-25 se caracterizd por presentar una clorosis leve,
seguida de un marchitamiento no pronunciado, al final de la evaluacion estas se

observaron de menos altura y con necrosamiento de las hojas comparado con el testigo.

100.0
80.0
B FSM-2(R)
60.0
FSM-21(R)
40.0 - B FSM-25(R)
20.0 - FSM-58(R)
0.0 -
8 10 13 16 19 22 26 30

DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

% SEVERIDAD

Gréfica 1.: Evaluacion del Método Inoculacién con Fusarium spp., ala Raiz de Plantas de Cayenne.
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Los resultados para las plantas que fueron evaluadas con el método de inoculacion al
suelo (Graf. 2) presentaron los sintomas a los 30 dias después de inoculadas, siendo el

aislamiento FSM-2 el primero en manifestar sintomas.
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DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Grafica 2. Evaluacion del Método de Inoculacién con Fusarium spp., al Suelo en Plantas de Cayenne.

En la grafica 3 se presenta el porcentaje de severidad de las plantas inoculadas con el
meétodo de puntas de palilos de maderas, siendo el aislamiento FSM-58 en el que se
observaron los primeros sintomas, causando la muerte al total de las plantas evaluadas a
los 8 dias después de la aparicién de los primeros sintomas.
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Grafica 3. Evaluacion del Método de Inoculacién con Fusarium spp., Mediante Palillos en Plantas de
Cayenne.

4.2.2 Segundo ensayo.

El método de inoculacion a la raiz con corte, presento los sintomas a los 4 dias después

de la inoculacién, mientras que la inoculacion a la raiz sin corte mostraron los sintomas
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después de los 8 dias de inoculadas, lo cual se demuestra que la inoculacién a la raiz
con corte es mas eficaz para determinar los aislamientos mas patogénicos.

La tabla 3 muestra los resultados de incidencia y severidad de los aislamientos
evaluados (FSM-51, FSM-52 y FSM-53), estos resultaron ser altamente patogénicos,
presentando una incidencia del 100%, y una severidad del 100%.

Tabla 3. Porcentaje de Incidencia y Severidad con Inoculacién ala Raiz Con Corte (CC) y Sin Corte
(SC) en Plantas de Cayenne.

TRATAMIENTO % INCIDENCIA % SEVERIDAD
FS51-SC 100 100
FS51-CC 100 100
FS52-SC 100 100
FS52-CC 100 100
FS53-SC 100 100
FS53-CC 100 100

CONTROL-SC 0 0
CONTROL-CC 0 0

En las gréficas 4 y 5 se observa que los aislamientos FSM-51 y FSM-53 fueron los mas
patogénicos siendo el aislamiento FSM-51 el que causé la muerte de las plantas en
menos tiempo; ademas en el método de inoculacion a la raiz con corte los sintomas se

presentaron primero que en los otros aislamientos.
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Grafica 4. Evaluacion del Método de Inoculaciéon ala Raiz Sin Corte con Fusarium spp., en Plantas de
Cayenne.
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Grafica 5. Evaluacion del Método de Inoculacién ala Raiz Con Corte con Fusarium spp., en Plantas de
Cayenne.

4.3 Pruebas de Patogenicidad.

En evaluaciones realizadas en cultivares de Cayenne y California Wonder, con el método
de inoculacion seleccionado (inoculacién a la raiz con corte), presentaron sus primeros
sintomas a los cuatro dias después de su inoculacion, donde se observo amarillamiento,
marchitamiento, necrosamiento, defoliacion de hojas y enanismo; ademéas en algunos
casos se observo crecimiento micelial y/o una coloraciéon marrén en la base del tallo
(Figura 9 y 10), la cual al hacer un corte transversal se podia ver el avance de la
enfermedad en los tejidos corticales. Las plantas testigos no desarrollaron ningun

sintoma visible.

Esto corrobora en estudios hechos por Apocada et al.,, (2004) en condiciones de
invernadero al inocular Fusarium oxysporum, f.sp. radicis-lycopersicien 20 cultivos
diferentes entre los que se encontraba Cayenne, donde se presenté con mayor severidad
y virulencia (Seis dias después de la inoculacion) en estos materiales, siendo esta una de
las especies mas afectadas en este ensayo. Igualmente, Chaiyawat et al., 2008,
haciendo una inoculacién en el tallo con una pequefa herida dos centimetros por encima
del suelo, indico que la enfermedad se presentd a los tres dias después de la

inoculacion, incrementandose la enfermedad con el tiempo.
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Figura 9. Sintomas de Marchitez causados por el aislamiento FSM-51.

Algunos resultados de nuestro estudio mostraron tolerancia a ciertos aislamientos,
debido a que superaba los primeros 15 y 20 dias después de la inoculacion, pero a
medida que paso el tiempo fueron presentando sintomas, en los cuales algunas
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Figura 10. Sintomas y Signos observados durante los ensayos. A. Marchitamiento. B.
Amarillamiento y defoliacion. C. Coloracién marrén y micelio en la base del tallo. D. Presencia de
Micelio en la Base del Tallo. E. Necrosamiento en Hojas. F. Muerte de las Plantas

Para cada evaluacion se realizaron re-aislamientos conformando asi la presencia del

patégeno en estudio (Figura 11).

Fgura 11. Re-aislamiento del Patégeno A. Vista por la Superficie y B. Vista por la Base.

4.4 Evaluacion de la Enfermedad.

De los 70 aislamientos obtenidos, 11 aislamientos causaron el 100% de severidad en
plantas de Cayenne (FSM-9, FSM-51, FSM-52, FSM-53, FSM-54, FSM55 FSM-58, FSM-
64, FSM-65, FSM-66 y FSM-70) y en California Wonder los aislamientos FSM-2, FSM-18,
FSM-55 FSM-58 y FSM-70 causaron el 100% de severidad, donde encontramos que tres

de estos aislamientos afectaron a los dos materiales evaluados (Ver Tabla 4).

Las especies de Fusarium lateritium, F. oxysporum, han sido reportas por Vasquez et. al.,
(2004) afectando especies de Capsicum spp., en Meéxico; F. lactis fue reportado en
Canada por Yang et. al, (2009) y Van Poucke et. al., (2012), afectando Capsicum

annuum.
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Tabla 4. Aislamientos que causaronun porcentaje de Incidencia y Severidad por encima del 50%.

R TANENTD) % INCIDENCIA | % SEVERIDAD | % INCIDENCIA | % SEVERIDAD
CAYENNE CAYENNE CALIF WON CALIF WON

FS-1 75,00 90,00 66,67 66,67
FS-2 100,00 80,00 100,00 100,00
FS.-6 100,00 60,00 41,67 8,33

FS-9 100,00 100,00 100,00 80,00
FS-11 100,00 58,33 75,00 35,00
FS-12 100,00 55,00 75,00 60,00
FS-18 100,00 80,00 100,00 100,00
FS-25 100,00 60,00 0,00 0,00

FS-26 100,00 60,00 100,00 60,00
FS-27 100,00 60,00 100,00 60,00
FS-41 100,00 73,33 50,00 10,00
FS-51 100,00 100,00 100,00 21,67
FS-52 100,00 100,00 100,00 20,00
FS-53 100,00 100,00 100,00 20,00
FS-54 100,00 100,00 100,00 20,00
FS-55 100,00 100,00 100,00 100,00
FS-58 100,00 100,00 100,00 100,00
FS-64 100,00 100,00 100,00 60,00
FS-65 100,00 100,00 100,00 60,00
FS-66 100,00 100,00 100,00 40,00
FS-70 100,00 100,00 100,00 100,00

La evaluacion de los 70 aislamientos de hongos del género Fusarium con los cultivares
mostraron que Cayenne es susceptible a 42 aislamientos y California Wonder a 36 (Ver
Anexo 3). Las pruebas de Patogenicidad demostraron la capacidad de diversos aislados

en causar enfermedades en plantas de aji y pimenton, ocasionando la muerte de las
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plantas y otros diversos dafios en los cultivos. La susceptibilidad en California wonder y
Cayenne ya habia sido revelado en diversos trabajos (Attia, 2003; Camino et al., 1987).
Attia 2003, encontr6é que en estos dos materiales se presentaron sintomas de Damping-
off.

De los 70 aislamientos se seleccionaron 20, debido a su alta incidencia (£75%) y

severidad (<50%) en cualquiera de los dos materiales evaluados inicialmente.

Vera et. al., (2002) describe los sintomas en plantas de Capsicum annuum, donde el
sintoma comienza por la pérdida de brillo y flacidez de las hojas, posteriormente las
plantas se tornan amarillentas y mueren. Abo-Elanga y Ahmed (2007), evaluaron dos
especies de Fusarium moniliforme en California, California Wonder, Cayenne y una
variedad local, encontrando que las variedades fueron susceptibles a la infeccion de los
dos aislamientos de Fusarium, con una sintomatologia de las variedades, donde
California presentd pudricion de raiz, amarillamiento y necrosamiento; California Wonder
mostro la muerte completa de las plantulas, Cayenne mostro lesiones oscuras necroticas,
caida de hojas y muerte; la variedad local presenté amarillamiento de los tejidos de las

hojas entre las venas secundarias y decoloracién externa.

4.5 Evaluacion del Germoplasma Resistente ala
Pudricion Causada por Fusarium spp.

4.5.1 Selecciéndel GermoplasmaResistente.

Para la seleccién de germoplasma resistente se seleccioné el aislamiento FSM-58 por
ser uno de los mas virulentos en los dos cultivares evaluados inicialmente. Este se
evallo sobre un total de 38 accesiones de Capsicum (Ver Tabla 5). Las accesiones 12-
13, 7-17 y CAY45 (Fig. 12) muestran resistencia al aislamiento FSM-58, en comparacion
con las accesiones 12-17, 70*959 y 957*632 que presentan una incidencia del 100% y
una severidad de la enfermedad del 20% para 12-17 y 40% para 70*959 y 957*632. Las
accesiones 12-17 y 957*632 manifestaron sus primeros sintomas a los 20 dias después
de ser inoculadas, por el contrario de la accesion 70*959, la cual manifesto sus sintomas
a los cuatro dias después de su inoculaciéon y 15 dias después presento una
recuperacion del total de las plantas (Fig. 12). Las demas accesiones presentaron una
severidad que oscila entre 72 y 100% (Fig. 13) (Ver Tabla 5).
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Hgura 12. Accesiones Resistentes al Aislamiento FSM-58. A y B. Accesiones 70*959,
Inoculadas Con El Aislamiento FSM-58. C. Accesién CAY45 Inoculadas con el Aislamiento
FSM-58.
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Tabla 5. Porcentaje de Incidencia y Severidad en 38 Accesiones de Capsicum.

ACCESION | % SEVERIDAD | % INCIDENCIA | ACCESION | % SEVERIDAD | % INCIDENCIA
1-7 -11 80 100 91y x 958 80 100
12-13 0 0 957 x 24 80 100
12-17 20 100 957 x 293by 80 100
13 x 958 100 100 957 X 631 80 100
139 — 958 72 100 957 x 632 20 100
15-18-1 80 100 958 x 11 80 100
271 80 100 958 x 23 80 100
24 x 959 80 100 958 x 66 80 100
293by x 958 80 100 958 x serr 80 100
332AY X
o57La 80 100 959 x 24 100 100
o138 - 018 0 84 100 959 x 24L2 100 100
631 x 957 92 100 959 x 26 80 100
631 x 95812 80 100 959 X 631 80 100
631 x 959 96 100 999 x 80 100
631THA
692 x 957 80 100 959 x 70 80 100
692 x 959 80 100 959 x serr 80 100
7-17 0 0 CAY45 0 0
70 x 957 80 100 RL 100 100
70 x 959 20 100 serr x 958 80 100

Lineas avanzadas de chile ancho y Mirasol (C. annuum L.), fueron evaluadas por

Velasquez et. al., (2003) en México, resultando susceptibles a la enfermedad causada

por Fusarium spp. En Cuba, Camino et. al., (1987), evaluaron 19 variedades de C.

annuum, entre las que se encontraba “Keystone Resistant Giant”, “Mild Calofornia
Wonder”, “Export”, “Bell Boy”, “Citrina”, “Chay”, “New Ace”, “Regalo de Moldavia”, “True
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Hear”, “Vesn” y “Hungarian Sweet Wax”, las especies de F. solani y F. oxysporum
lycopersici, donde las tres primeras resultaron ser susceptibles a F. solani; “Bell Boy”,
“Citrina”, “Chay”, “New Ace”, “Regalo de Moldavia”, “True Hear”, “Vesn” a F. oxysporum
lycopersici y “Hungarian Sweet Wax” fue susceptible a ambos patdgenos.

Figura 13. Accesiones inoculadas con el aislamiento FSM-58. A. Comparacion Accesion 24*959
Inoculada con el aislamiento FSM-58 de Fusarium spp. (Izquierda). Con el control sin Inoculo
(Derecha). B. Comparacion Accesion 957*631 Inoculada con el aislamiento FSM-58 de Fusarium spp.
(Izquierda) con el control sin Inoculo (Derecha). C. Accesiones 13*958 a los 4 dias después de la
inoculacién. D. Accesiones 13*958 a los 15 dias después de la inoculacion.

Algunos estudios han sugerido que uno de los factores de resistencia se encuentra la
guitinasa. Chaiyawat et al., 2008, sugiri6 que la quitinasa en el liquido intracelular podria
ser el responsable de la resistenciaa F. oxysporum en plantas de pimenton cuando en su



Capitulo 4: Resultados y Discusion 39

investigacion comparo los cambios de los patrones de izoencimas con la severidad de la
enfermedad en cuatro cultivares de C. annumm L, donde en los cultivares resistentes
encontraron la presencia de esta encima. Cruz et al., 2010, aislaron y caracterizaron los
péptidos que se encuentran en las semillas de C. annumm y evaluaron sus actividades
antifangicas encontrando que hay un efecto inhibitorio en diversos hongos incluyendo F.

oxysporum y F. solani.

4.6 Identificacion.

4.6.1 Identificacién morfoldgica.

e Color de la superficie y reverso de la colonia en PDA. Esta evaluacion se realiz6 8
dias después de siembra en medio PDA, se observo la pigmentacion de la superficie y
el reverso de la colonia: Las colonias presentaron una pigmentacion blanca, violetas y
otras purpura oscuro, presentando una apariencia del micelio algodonosa.
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Figura 14. Aspecto de las Colonias. Color de la superficie (Izquierda) y reverso (derecha) de la
colonia de aislamientos encontrados como patogénicos.

Leslie y Summerell (2006), describen varias especies que producen coloracion violeta en
medio PDA entre las que se encuentran Fusarium oxysporum, F. proliferatum, F. solani y
F. subglutinans, los cuales se han reportado afectando plantas de aji y pimenton
alrededor del mundo.

. Velocidad de crecimiento en medio PDA.

Figura 15. indice de Crecimiento Micelial en colonias de Fusarium spp.

En la Tabla 6, se observan los valores obtenidos en las mediciones de didmetro de la
colonia, lo cual nos indica que los aislamientos FSM-54, FSM-55, FSM-58 y FSM-66 con
valores de 12.83 mm/dia, 12.63 mm/dia, 12.85 mm/dia y 12.33 mm/dia respectivamente,
tuvieron los promedios en su crecimiento mas altos, seguidos de los aislamientos de
FSM-25 y FSM-18 con valores promedios de 10.33 mm/dia y 10.09 mm/dia. Los
promedios de indice de Crecimiento Micelial mas bajos los tuvieron los aislamientos
FSM-2 y FSM-11 con valores de 5.55 mm/dia y 5.85 mm/dia respectivamente.

Tabla 6. . indice de Crecimiento Micelial Promedio de los Aislamientos seleccionados como

patogénicos de Fusarium spp.
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FSM-1 7,91 FSM-51 7,05

FSM-2 5,55 FSM-52 8,91

FSM-9 7,53 FSM-53 6,29
FSM-11 5,85 FSM-54 12,83
FSM-12 9,72 FSM-55 12,63
FSM-18 10,09 FSM-58 12,85
FSM-25 10,33 FSM-64 8,16
FSM-26 17,77 FSM-65 7,6
FSM-27 8,81 FSM-66 12,33
FSM-41 9,39 FSM-70 8,24

Se identific6 ademas, la presencia o ausencia de clamidosporas en los cultivos de CLA 'y
SNA, encontrandose que los aislamientos FSM-25 y FSM-55 (ver Tabla 7)

Tabla 7. Presenciao Ausencia de Clamidosporas de los Aislamientos.

FS-1

FS-2

FS-6

FS-9

FS-11

FS-12

x| X| X[ X X[ X

FS-18

FS-25

FS-26

FS-27

FS-41

x| X| X[ X

FS-51

FS-52

FS-53

X

FS54

x
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FS-55 X X
FS-58 X X
FS-64 X X
FS-65 X X
FS-66 X X
FS-70 X X

e Dimensiones (ancho y longitud) de macroconidias y numero de septos
(Medios SNA y CLA). Se realizé las medidas de macroconidias de los
aislamientos seleccionados como patogénicos del genero Fusarium al
germoplasma evaluado de Capsicum (Anexo 3), donde se midié en largo y ancho
de 50 conidias y se cont6 el nimero de septos por conidia, ademas se identifico el

tipo de estructuras observadas en cada aislamiento.

e Registro Fotografico de la Caracterizacién Morfoldgica

Figura 16. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-1. A. Abundantes microconidios en médio
CLA. B-C. Falsas cabezas de microconidias. Dy F. Monofialides. E. Hifas em espiral.
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Fgura 17. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-2. A - D. Microconidos, Mesoconidias y
Marcoconidias. E — F. Célula agrandada.

FHgura 19.. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-9. A. Macroconidia en medio CLA. B-C.
Clamidosporas. D. Hifas en espiral y Células agrandadas. E. Clamidosporas y microconidias. F.
Monofialides.
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Figura 20. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-11. A-B. Polifialides. C. Hifas en espiraly
Clamidosporas. D. Cadena de Clamidosporas Verrugosas. E. Polifialides en médio CLA.

Fgura 21. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-12. A. Conidioforo. B. Hifas en espiral y
Clamidosporas verrugosas solas y en cadena. D. Microconidias y Mesoconidias en SNA.

FHgura 22. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-18. A. Macroconidias en CLA. B.
Microconidias en CLA. C-D. Microconidias en SNA. E. Hifas en espiral.
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Hgura 23. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-25. A. Microconidias en cadena. B. Falsas
cabezas de microconidias en CLA. C. FHalide. D. Macroconidia. E. F. Hifas en espiral.

Fgura 24. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-26. A. Monofialides y Clamidosporas solas.
B. Hifas en espiral. C. Clamidosporas verrugosas en Cadena. D. Clamidosporas solas y en cadena.
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Fgura 25. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-27. A. Microconidias y Macroconidias en medio
CLA. B. Clamidosporas. C. Microconidias y Macroconidias en medio SNA. D. Clamidospora en medio SNA.

Figura 26. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-41. A. Estructura desconocida. B. Clamidospora
verrugosa. C— D. Microconidias y Mesoconidias. E. Monofialide. F. Hifas en espiral.
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Figura 27. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-52. A - B. Macroconidias em médio CLA. C.

Monofialides. D. Microconidias en SNA. E. Macroconidia en SNA. F. Microconidias en SNA.

Fgura 28. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-53. A. Clamidosporas verrugosas en
cadena. B. Monofialides. C. Hifas em espiral. D. Clamidosporas verrugodas em SNA.
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FHgura 29. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-54. A-B. Monofialides en CLA. C.
Clamidosporas verrugosas. D. Microconidias en CLA. E. Monofialides. F. Falsas cabezas.

Fgura 30. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-55. A. Microconidias.B-C. Polifialides en CLA.

Fgura 31. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-58. A. Clamidosporas en CLA. B.
Monodialides. C. Microconidias.

Hgura 32. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-64. A-B. Clamidosporas.

FHgura 33. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-65. A. Mesoconidia y Clamidospora. B.
Clamidospora. C. Palifialide.
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Figura 34. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-66. A. Clamidosporas verrugosas. B.
Microconidias y mesoconidias en CLA. C. Clamidosporas verrugosas en cadena. D. Microconidias en
SNA. E. Microconidias, mesoconidias y clamidosporas en SNA.

FHgura 35. Estructuras encontradas en el aislamiento FSM-70. A. Monofialides en CLA. B. Mesoconidia
en CLA. C. Clamidospora en CLA. D. Microconidias en SNA. E. Macroconidia en SNA.

Varios estudios de identificacion del agente causal de la marchitez en especies de
Capsicum han demostrado que hay diversos organismos asociados a esta enfermedad
entre los que se han reportado Phytophthora capsici, Pythium aphanidermatum,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum f.sp. rodeolens, F. solani,
F. chlamydosporum, F. sambucinumy F. lactis, F. proliferatum, Verticillium dahlia (Yang
et. al., 2009, 2010; Babay-Ahari, 2009; Attia, 2003; Black et al., 1991). Rivelli (1989),
reporto a Fusarium oxysporum f.sp. capsici, como una nueva forma especialis la cual fue
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aislado de plantas de Tabasco (Capsicum frutescence) el cual se ha encontrado que es
susceptible al marchitamiento y pudricién de raiz y base del tallo causado por especies

de Fusarium.



Tabla 8. Caracteristicas Morfolégicas de los aislamientos Patogénicos de Fusarium spp.

SNA CLA
AISLAMIENTO | RANGO ANCHO | RANGO LARGO No. TIPOS DE RANGOANCHO | RANGO LARGO No. TIPOS DE
(um) (um) SEPTOS ESTRUCTURAS (um) (um) SEPTOS ESTRUCTURAS
MONOFIALIDES, MONOFIALIDES,
MICROCONIDIAS, CONDIOS EN CADENA,
FSM-1 2,9580-3,7336 | 12,1176 -18,9119 | 1-2 MESOCONIDIAS, 2,0059-3,6873 | 11,5953-17,8281| 0-1 MICROCONIDIOS,
CONIDIOFOROS MESOCONIDIOS
MACROCONIDIOS, MACROCONIDIOS,
FSM-2 2,2847 -3,5656 | 28,7943 - 40,9734 3 MICROCONIDIOS, | 2,7347-3,5488 | 24,2537-38,4249| 2-3 MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS MESOCONIDIOS
MACROCONIDIOS, MACROCONIDIOS,
FSM-6 3,01543-3,7643 | 15,3123-21,5376 1-2 MICROCONIDIOS, | 3,1252-3,8090 | 16,2493-23,5452 | 1-2 MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS MESOCONIDIOS
MACROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS, MACROCONIDIOS,
FSM-9 1,7295 - 2,8551 | 16,3434 -42,0194 | 1-3 MICROCONIDIOS, 2,2047-3,2634 | 15,2997-31,7841| 1-3 '\l\/l/llECS;)oCCOONI\II:DDI%Sé
CLAMIDOSPORAS
MN‘I\ECS%OC%ON“::)E:'OOSS' MACROCONIDIOS,
FSM-11 2,2014-2,8992 | 19,5775-48,1946 | 2-3 MICROCONIDIOS' 2,2317-3,04153| 15,2997-31,7841| 2-3 MESOCONIDIOS,
’ MICROCONIDIOS.
CLAMIDOSPORAS
MACROCONIDIOS, MICROCONIDIOS
FSM-12 2,2451-5,1220 | 20,5103-33,2768 1-2 MESOCONIDIOS, 1,6922-1,9720 | 10,0472-18,8873 2 MESOCONIDIOS,I
MICROCONIDIOS, CLAMIDOSPORAS
CLAMIDOSPORAS
MICROCONIDIOS, MICROCONIDIOS,
FSM-18 2,4276 -3,5551 | 15,4355-27,1971 1-3 MESOCONIDIOS | 1:9606-4,0340 | 18,1503-27,4394| 0-3 MESOCONIDIOS
MACROCONIDIOS, MACROCONIDIOS,
FSM-25 2,0899 - 3,4786 | 19,3528-66,2963 1-6 | MICROCONIDIOS EN | 2,4028-2,9736 | 22,1994-34,7024| 1-6 MICROCONIDIOS EN
CADENA CADENA
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FSM-26

1,9568 - 2,6431

10,8453-18,4567

1-2

MICROCONIDIOS,
MONOFIALIDES,
CLAMIDOSPORAS EN
CADENA

2,0244-2,7592

11,0619-20,4479

MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS

FSM-27

2,7727 - 3,3649

22,8541-45,0947

CLAMIDOSPORAS,
MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS

2,7727-3,1252

18,2747-44,2254

CLAMIDOSPORAS,
MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS

FSM-41

2,5449-2,7017

13,095-16,059

MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS

2,1322-3,4113

13,5554-21,0601

1-3

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIQOS,
MONOFIALIDES

FSM-52

2,8551-3,5551

18,8377-42,7275

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS,
MONOFIALIDES

2,2048-3,0648

11,3949-29,0883

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS

FSM-53

2,1775 - 2,9555

11,4734-15,5701

MICROCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS,
MONOFIALIDES

1,8507-2,64

11,5468-17,8411

MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS

FSM-54

2,9580-3,7675

14,8849-22,9904

MICROCONIDIOS,
MONOFIALIDES,
POLIFIALIDES

2,5213-3,2243

6,5003-16,6260

0-1

MICROCONIDIOS,
MONOFIALIDES

FSM-55

2,9580-3,7516

17,0576-25,7731

MONOFIALIDES,
MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS

1,9143-2,8656

14,7867-21,7467

MICROCONIDIOS,
MESOCONIDIOS

FSM-58

2,6258-3,6791

13,3615-14,7014

0-1

CLAMIDOSPORAS EN
CADENA,
MONOFIALIDES,
MICROCONIDIOS

1,6635-2,4491

7,0377-7,2167

0-1

CLAMIDOSPORAS,
MICROCONIDIOS

FSM-64

2,1637 - 2,8235

16,5195-19,7767

MICROCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS,
MONOFIALIDES

1,8181-2,7484

13,3121-21,7725

CLAMIDOSPORAS,
MICROCONIDIOS,
MONOFIALIDES

FSM-65

1,7638 - 2,7727

10,6745-15,9609

CLAMIDOSPORAS,
MICROCONIDIAS

2,5212-3,3381

17,4117-23,5137

CLAMIDOSPORAS,
MICROCONIDIAS
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FSM-66

2,6933-3,6791

16,8659-22,8331

1-2

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS

2,5212-3,3381

17,4117-23,5137

1-2

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS,
CLAMIDOSPORAS

FSM-70

2,2847-3,0939

17,0629

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIOS,
MONOFIALIDES,
CLAMIDOSPORAS

2,2149-2,9454

18,5239-27,7704

0-2

MICROCONIDIOS,
MACROCONIDIQOS,
MONOFIALIDES,
CLAMIDOSPORAS







5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

e De los 70 aislamientos, se identificaron 21 que estan asociados a la marchitez y
pudricion de raiz y base del tallo en plantas de Capsicum en regiones productoras

del Valle del Cauca.

e El método de inoculacién a la raiz con corte, fue el mas eficiente y practico para

inocular los aislamientos de Fusarium spp en especies de Capsicum.

e De las 38 accesiones evaluadas, las accesiones 12-13, 7-17, 70*959 y CAY45
fueron clasificadas como altamente resistentes a Fusarium spp., y las accesiones
12-17 y 957-632 presentaron una resistencia moderada a este patdgeno. Estas
accesiones pueden ser utlizadas como padres donantes en el proceso del
mejoramiento del aji con resistente a la Pudricion de la raiz y base del tallo
causado por Fusarium spp.

e Teniendo en cuenta, que este material ya se habia evaluado para determinar la
resistencia a Phythophthora capsici, este germoplasma se constituye una fuente
de resistencia promisora en programas de mejoramiento genético enfocado a el

control de esta enfermedad.

e Las pruebas de patogenicidad y resistencia bajo condiciones controladas son
importantes para la identificacion de fuentes de resistencia a la enfermedad en
programas de mejoramiento para el desarrollo de variedades con fuentes de

resistencia a Fusarium spp.
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5.2 Recomendaciones

e Evaluar el germoplasma resistente al aislamiento FSM-58 con los demas

aislamientos de Fusarium spp. que resultaron patogénicos.

e Evaluar laresistencia en campo del germoplasma obtenido.

e Utllizar el germoplasma resistente obtenido, como fuentes de resistencia a
Fusarium spp.



A.

Anexo: Lista de aislamientos.

CODIGO

PROCEDENCIA

FECHA DE COLECTA

VARIEDAD

EDAD CULTIVO

UBICACION
GEOGRAFICA

FS-1

BOLIVAR

11 de febrero de 2009

Golazo (Hibrido)

4 meses (500 m,
2.300 plantas)

4°22'9 5" N
76°14'53,1"W
1629msnm

FS-2

BOLIVAR

11 de febrero de 2009

Golazo (Hibrido)

4 meses (500 m,
2.300 plantas)

4°22'9,5" N
76°14'53,1"W
1629msnm

FS-3

BOLO

18 febrero de 2009

FS4

BOLO

18 febrero de 2009

FS-5

DAGUA

28 de julio 2008

TABASCO

1 ANO

3°46'48,2" N
76°44'43,7" W
454msnm

FS-6

DAGUA

28 de julio 2008

TABASCO

1 ANO

3°46'48,2" N
76°44'43,7" W
454msnm

FS-7

DAGUA

28 de julio 2008

TABASCO

1 ANO

3°46'48,1" N
76°44'43,9" W
455msnm

FS-8

DAGUA

28 de julio 2008

TABASCO

1 ANO

3°46'48,1" N
76°44'43,9" W
455msnm

FS-9

DARIEN

4 Agosto de 2008

AJl HABANERO

4 MESES

3°58'5,8" N
76°25'50,1"W
1534msnm

FS-10

DARIEN

4 Agosto de 2008

AJI HABANERO

4 MESES

3°58'5,8" N
76°25'50,1"W
1534msnm

FS-11

DARIEN

4 Agosto de 2008

3°56'51,6"N
76°29'11,1"W
1638msnm

FS-12

DARIEN

4 Agosto de 2008

3°56'51,6"N
76°29'11,1"W
1638msnm

FS-13

DARIEN

4 Agosto de 2008

3°56'51,6"N
76°29'11,1"W
1638msnm

FS-14

DARIEN

4 Agosto de 2008

3°56'51,6"N
76°29'11,1"W
1638msnm

FS-15

DARIEN

4 Agosto de 2008

3°56'51,6"N
76°29'11,1"W
1638msnm
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3°56'51,6"N
FS-16 DARIEN 4 Agosto de 2008 76929' 111" W
1638msnm
3%56'51,1"
FS-17 DARIEN 4 Agosto de 2008 7602911 1"
1638msnm
3%56'51,1"
FS-18 DARIEN 4 Agosto de 2008 76°29'11,1"
1638msnm
3°56'59,1"
FS-19 DARIEN 4 Agosto de 2008 76°29'11,6"
1642msnm
3956'59,1"
FS-20 DARIEN 4 Agosto de 2008 76°29'11,6"
1642msnm
3956'56,1"
FS-21 DARIEN 4 Agosto de 2008 76929'11,6"
1642msnm
3956'56,1"
FS-22 DARIEN 4 Agosto de 2008 76°29'11,6"
1642msnm
3956'56,1"
FS-23 DARIEN 4 Agosto de 2008 76°29'11,6"
1642msnm
FS-24 SANTA ELENA 22 marzo de 2008
FS-25 SANTA ELENA 22 marzo de 2008
FS-26 SANTA ELENA 22 marzo de 2008
FS-27 SANTA ELENA
3°41'48" N
FS-28 VIJES 25 AGOSTO DE 2008 CAYENE 76026'11.4" W
985msnm
3°41'47,3"N
FS-29 VIJES 25 AGOSTO DE 2008 CAYENE 76926'11 2" W
980msnm
FS-30 VIJES
FS-31 VIJES
FS-32 UNION
FS-33 UNION
FS-34 UNION
JALAPENO . "
FS-35 UNION 25 AGOSTO DE 2008 ESTADO FINAL 76°28'55,1
ISTAPA 990msnm
JALAPENO . "
FS-36 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 ESTADO FINAL 76°28'55,1
ISTAPA 990msnm
3039'41 4"
FS-37 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28'5,5"
1002msnm
3039'41,3"
FS-38 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76028'6,5"

1005msnm
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3°39'41,3"
FS-39 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28'6,5"
1005msnm
3°39'41,3"
FS-40 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28'6,5"
1005msnm
3°39'40,8"
FS-41 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28'6,0"
1006msnm
3°39'40,8"
FS-42 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28' 6.0"
1006msnm
3°39'40,8"
FS-43 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28'6,0"
1006msnm
3°39'40,8"
FS-44 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 PIMENTON 76°28'6,0"
1006msnm
PIMENTON 3°38'15,3"
FS-45 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 2 MESES 76°28'52,3"
NATALY 1021msnm
PIMENTON 3038'15,3"
FS-46 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 NATALY 3 MESES 76028'52,3"
1021msnm
PIMENTON 3°38'15,3"
FS-47 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 4 MESES 76°28'52,3"
NATALY 1021msnm
PIMENTON 3°38'15,3"
FS-48 YUMBO 25 AGOSTO DE 2008 5 MESES 76°28'52,3"
NATALY 1021msnm
FS-49 YUMBO
FS-50 YUMBO
FS-51 YUMBO
FS-52 YUMBO
FS-53 YUMBO
FS-54 YUMBO
11 DE AGOSTO DE . 3°54'45,6"
FS-55 YOTOCO HABANERO 1 afio (1 ha) 76°26'9,9"
2008 1567msnm
11 DE AGOSTO DE 3°54'45,6"
FS-56 YOTOCO 2008 HABANERO 1 afio (1 ha) 76°26,5'9"
1567msnm
11 DE AGOSTO DE . 3°54'44 8"
FS-57 YOTOCO HABANERO 1 afio (1 ha) 76°26'11,8"
2008 1576msnm
11 DE AGOSTO DE 3°58'26,3"
FS-58 YOTOCO HABANERO 76°23' 25"
2008 1636msnm
11 DE AGOSTO DE 3°58'26,3"
FS-59 YOTOCO HABANERO 76°23' 25"
2008 1637msnm
FS-60 PITAYO
FS-61 PITAYO
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FS-62 PITAYO

FS-63 PITAYO

FS-64 CEUNP

FS-65 CEUNP

FS-66 CEUNP
3°41'47,3"N

FS-67 VIJES 25 AGOSTO DE 2008 CAYENE 76926'11 2" W
980msnm
3°41'47,3" N

FS-68 VIJES 25 AGOSTO DE 2008 CAYENE 7602611 2" W
980msnm

FS-69 TULUA

FS-70 CEUNP




B. Anexo: Porcentaje de Incidenciay
Severidad de Cayenne y California

Wonder.

CRATAMIENTG | 2 INCIDENCIA [~ % SEVERIDAD | SINCIDENCIA | % SEVERIDAD
CAYENNE CAYENNE CALIF WON CALIF WON

FS-1 75,00 90,00 66,67 66,67
FS-2 100,00 80,00 100,00 100,00
FS-3 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-4 0,00 0,00 0,00 0,00
FS5 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-6 100,00 60,00 41,67 8,33
FS-7 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-8 100,00 20,00 50,00 10,00
FS-9 100,00 100,00 100,00 80,00
FS-10 66,67 13,33 58,33 11,67
FS-11 100,00 58,33 75,00 35,00
FS-12 100,00 55,00 75,00 60,00
FS-13 100,00 20,00 0,00 0,00
FS-14 0,00 0,00 100,00 40,00
FS-15 0,00 0,00 100,00 40,00
FS-16 0,00 0,00 100,00 40,00
FS-17 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-18 100,00 80,00 100,00 100,00
FS-19 66,67 0,00 58,33 13,33
FS-20 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-21 100,00 21,67 0,00 0,00
FS-22 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-23 100,00 40,00 0,00 0,00
FS-24 100,00 20,00 0,00 0,00
FS-25 100,00 60,00 0,00 0,00
FS-26 100,00 60,00 100,00 60,00




Anexo B. Nombrar el anexo B de acuerdo con su contenido

62

FS-27 100,00 60,00 100,00 60,00
FS-28 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-29 100,00 20,00 0,00 0,00
FS-30 100,00 33,33 0,00 0,00
FS-31 100,00 40,00 50,00 20,00
FS-32 100,00 45,00 0,00 0,00
FS-33 50,00 0,00 50,00 20,00
FS-34 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-35 66,67 13,33 0,00 0,00
FS-36 75,00 15,00 0,00 0,00
FS-37 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-38 58,33 11,67 0,00 0,00
FS-39 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-40 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-41 100,00 73,33 50,00 10,00
FS-42 100,00 33,33 100,00 20,00
FS-43 100,00 23,33 100,00 20,00
FS-44 100,00 33,33 100,00 20,00
FS-45 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-46 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-47 58,33 11,67 0,00 0,00
FS-48 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-49 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-50 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-51 100,00 100,00 100,00 21,67
FS-52 100,00 100,00 100,00 20,00
FS-53 100,00 100,00 100,00 20,00
FS-54 100,00 100,00 100,00 20,00
FS-55 100,00 100,00 100,00 100,00
FS-56 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-57 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-58 100,00 100,00 100,00 100,00
FS-59 0,00 0,00 100,00 20,00
FS-60 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-61 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-62 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-63 0,00 0,00 0,00 0,00
FS-64 100,00 100,00 100,00 60,00
FS-65 100,00 100,00 100,00 60,00
FS-66 100,00 100,00 100,00 40,00
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FS-67 100,00 25,00 100,00 20,00
FS-68 100,00 23,33 100,00 40,00
FS-69 0,00 0,00 0,00 0,00

FS-70 100,00 100,00 100,00 100,00
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