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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue la bisqueda de posibles estados quiescentes de Phytophthora en un terreno que
apenas comenzaria a ser usado para la produccién de Aji Tabasco (Capsicum Frutescens Var. Tabasco) de
calidad exportacién en una zona productora del Valle del Cauca. Phytophthora es un Oomiceto fitopatégeno
que ataca gran variedad de plantas, desde hortalizas hasta arboles maderables, y tiene varias especies que se
han encontrado en estudios del tizén tardio, mildeo polvoso y pudricién de raiz del aji. El aji Tabasco es
una de las variedades de mayor demanda en el mercado, y por ende es preciso profundizar en los estudios
referentes a la prevencién y control de las enfermedades que atacan este cultivo. Para esta investigacion se
hizo una colecta aleatoria de suelo del cultivo de Aji Tabasco dentro de un perimetro de 20cm alrededor de la
plantula y dentro del canal entre camas de siembra. Se aislaron dos morfotipos de Phytophthora a los que se
extrajo ADN con el kit PowerSoil® DNA Isolation Kit (laboratorios MO-BIO Inc.), y se corrié una PCR
donde se evidenci6 diferencia del tamano de bandas. Al comparar las secuencias de las regiones ITS1 e ITS4,
se encontr6 una similitud del 98 % del aislamiento P1 con Phytophthora cinnamomi; el caso del aislamiento
P2 tuvo una estrecha relacion con el grupo perteneciente a Phytophtora infestans, P. nicotianae y P.tentaculata.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to search for possible quiescent states of Phytophthora in a field that just begun
to be used for the production of Tabasco pepper (Capsicum frutescens Var. Tabasco) of exporting quality, in a
growing area of Valle del Cauca. Phytophthora is an oomycete pathogen which attacks wide variety of plants,
from vegetables to timber trees, and has several species that have been found in studies of late blight, powdery
mildew and root rot of pepper. The Tabasco pepper is one of the market’s greater demand varieties, and
therefore it is necessary to deepen the studies on the prevention and control of diseases that attack the crop.
For this investigation a random collection of soil was made from the Tabasco pepper crop, within a perimeter
of 20cm around the seedling and inside the channel between planting beds. Two Phytophthora morphotypes
were isolated to which DNA was extracted with the kit PowerSoil® DNA TIsolation Kit (MO-BIO Laboratories
Inc.), and a PCR was run, showing different band sizes. By comparing the sequences of the ITS1 and ITS4
regions, a similarity of 98 % was found between P1 isolation and Phytophthora cinnamomi; the P2 isolation
had a close relationship with the group belonging to Phytophthora infestans, P. nicotianae and P.tentaculata.

Key Words DNA, isolations, plant pathogen, pathogenicity, PCR, soil.

INTRODUCCION principalmente México, Pert, Bolivia, Chile y

Colombia. Se puede decir que tanto los ajies
El Aji es un fruto perteneciente al género Capsicum y chiles, como los pimientos (pertenecientes al
L., el cual incluye aproximadamente 30 especies mismo género) vienen siendo utilizados en América
provenientes de zonas comprendidas entre el sur de desde hace miles de afios, segin yacimientos
Estados Unidos y Chile; ocupa el primer lugar en arqueoldgicos en México y Perd, y han perdurado
importancia dentro de los frutos y hortalizas hasta llegar a tal influencia que hoy en dia se

que se cultivan en pafses de Latinoamérica, puede ver reflejada en el cultivo, comercializacion



y consumo en paises muy lejanos a su procedencia.
A partir del siglo XVI el cultivo del pimiento,
en sus variados tipos dulces o picantes, de carne
gruesa o delgada, como especia o como hortaliza,
aparece ampliamente distribuido por toda Europa
y por todo el mundo.

Dentro del género Capsicum hay cinco especies
domesticadas y 26 especies salvajes, y del total solo
12, incluyendo algunas variedades, son empleadas
por el hombre (Lépez Riquelme 2003; The
Chileman Organization). En Colombia se cultivan
diferentes especies de aji, entre las que se destacan
el aji dulce, el aji topito dulce y el aji picante;
principalmente semillas foraneas de variedades e
hibridos tales como tabasco, cayena, habanero, y
jalapefio en menor escala y el chivato (Andlisis
de agro negocios alianza productiva y comercial
aji. Proyecto Apoyo Alianzas Productivas). Como
representante de las especies domesticadas picantes
se encuentra el aji Tabasco (Capsicum frutescens
var. Tabasco) el cual es originario del estado
Tabasco (de ahi su nombre), México (Valdez
1994), aunque la OECD (2006) afirma que su
centro es el este amazénico. Esta variedad tiene
un gran reconocimiento alrededor del mundo
por su palatabilidad, su variado uso culinario,
el cual es producido y consumido tanto fresco
como procesado y desde hace 145 afios es conocida
particularmente por la famosa “salsa Tabasco”
de la empresa de Mc Ilhenny Co. Louisiana,
Estados Unidos (Small 1999, Tabasco Mc Ilhenny
Corporation).

Colombia tiene condiciones espectaculares para la
siembra del aji, con lo que ha alcanzado 70 tn/ha
en invernadero (PTP 2013), y el departamento
del Valle del Cauca ha registrado altos niveles
de produccion desde el 2006 hasta el 2011. Sin
embargo, para el 2012 su produccién sufrié6 una
reduccién considerable junto con la produccion
nacional (una caida del 7%) (MADR 2012),
esto debido tanto a factores fitosanitarios como
de la producciéon en si. Segin la Corporacion
Colombiana Internacional (CCI) los principales
destinos de las exportaciones colombianas de Aji
hasta el afio 2005 fueron Estados Unidos (52 %),
Arabia Saudita (46 %), Canadd y las Antillas
Holandesas (1% c¢/u). A pesar de que el mayor
importador de aji tanto en seco como verde es
Estados Unidos, es importante destacar que el aji
colombiano en fresco no tiene acceso autorizado
a éste pais por no tener el Anélisis de Riesgo de
Plagas (ARP) requerido por las estrictas medidas
sanitarias y fitosanitarias, lo que le resta un gran
porcentaje del capital de ingreso a Colombia por

razén de la exportacién de éste fruto (CCI 2007).

La inocuidad alimentaria es uno de los grandes
puntos que Colombia debe acometer en los
préximos anos para alcanzar méas rapidamente
objetivos de competitividad de comercio
internacional, ya que segtun el Plan de Negocios
del Aji (Programa de Transformacién Productiva,
Noviembre 2013, Elaboracién y acompanamiento
del Plan de Negocios para el Sector Hortofruticola
en Colombia, Fase IV), se presenta una carencia
importante desde el punto de vista del estatus
fitosanitario y de inocuidad en las cadenas
de frutas y hortalizas que puede condicionar
la exportacién de las mismas. Esto se puede
evidenciar en la reduccién del nimero de
pedidos registrados por el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) en cuanto a exportacion,
especialmente de aji, cebolla cabezona y fresa
(ICA 2013).

Un factor importante en el cultivo de plantas
de aji, es la susceptibilidad a diferentes tipos de
enfermedades y plagas, lo que resulta en billones de
délares en danos y pérdidas al afio en este cultivo
(Rosseman & Palm 2006). Entre las enfermedades
que afectan el aji, se pueden resaltar el gusano
Marggot y los nematodos, bacterias como Erwinia
y Xantomonas, hongos del género Fusarium y
también virus. Otro grupo de organismos que
causa graves dafos al aji es el Oomycota (Rossman
& Palm, 2006), el cual es excluido del grupo de los
hongos verdaderos e incluido en el reino Chromista
de acuerdo a una nueva clasificacién debido a que
la mayor parte de su ciclo de vida es diploide
mientras que los otros hongos son haploides (Ko
1998).

Perteneciente al reino Chromista, clasificado
dentro de la familia Pythiaceae, se encuentra
Phytophthora el responsable del marchitamiento
del aji. Este oomiceto lo promueve el clima himedo
o el exceso de agua de riego, muy comin en
el trépico donde se encuentra gran parte de la
produccién no solo del aji Tabasco sino también de
las demas especies de Capsicum como la paprika o
pimentén dulce, invade cualquier parte de la planta
y puede causar cuatro sintomas por separado: tizén
foliar, pudricion de la fruta, necrosis basal del tallo
y pudricién de la raiz.

La especie que mas se cita al momento de hablar
del tizén en Chiles o ajies, es P. capsici (Bartual et
al 1991, Babadoost 2004, Hurtado 2010, Velasquez
& Medina 2003), sin embargo muchos otros
estudios denotan otras especies que participan



de la afeccion como P. cinnamomi y P. infestans.

De esta manera, no es posible definir si es una
sola especie de Phytophthora o varias a la vez las
que generan la afeccion, y esto complica el control
de la enfermedad.

En la actualidad, fungicidas quimicos sintéticos
han sido el método mas eficiente para el control de
las enfermedades en los cultivos. Sin embargo,
el uso de fungicidas ha sido asociado con el
deterioro de las propiedades fisico-quimicas del
suelo, la acumulacién de toxinas y el incremento
de la resistencia de los patégenos. La longevidad
y baja tasa de degradacion de los quimicos
crea potenciales preocupaciones de caracter
medioambiental, de salud humana y de calidad
de exportacién, sobre todo para un pais como
Colombia que estd en aras de incrementar su
comercio exterior. Estas inquietudes han forzado a
los investigadores a encontrar inocuos pero eficaces
métodos de control de la enfermedad.

De este modo, y como complemento al uso de
nuevas técnicas de control de plagas, es muy
importante saber con exactitud las especies de los
patdgenos que se encuentran en el area de siembra,
en las plantas enfermas o en los viveros, para
designar el uso de una tecnologia, con un enfoque
més definido hacia el patégeno en particular, y
que evite danar las caracteristicas del suelo y de

los microorganismos benéficos en los sustratos.

Este trabajo busco, mediante técnicas bésicas de
fitopatologia, evaluar el estado fitosanitario de
un terreno en inicio como cultivo de Aji Tabasco
(Capsicum frutescens var. Tabasco) de calidad
exportacion, donde se propuso encontrar posibles
estados quiescentes de Phytophthora con alto
potencial perjudicial para la produccién, y por
medio de técnicas moleculares complementarias
se determindé la especie de Phytophthora que esta
especificamente en los terrenos de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Zona de Muestreo

Las muestras de suelo fueron colectadas en el
cultivo que se encuentra en los terrenos de
una finca destinada tdnicamente a la siembra
de Aji Tabasco, ubicada en el corregimiento de
Rozo, a 20 minutos de la cabecera municipal
Palmira (departamento del Valle del Cauca), a una
altitud de 974 m.s.n.m. La locacion estd ubicada
03°37°35,5”N, 76°25’02,5"W.

Recolecciéon y Procesamiento de Muestras

Dejando un margen de un metro desde el borde
del cultivo se tomd como referencia dos zonas para
la toma de muestra: la primera, por debajo del
plastico de proteccion dentro de un perimetro de
20cm alrededor de la plantula, y la segunda dentro
del canal entre camas de siembra (Fig. 1), tomando
dos muestras aleatorias de cada zona. Con la ayuda
de una pala de jardineria desinfestada, se tomaron
300 gramos de suelo, se almacenaron en bolsas
pléasticas de cierre hermético y se guardaron en una
nevera hasta su procesamiento en el laboratorio.
Se prepar6 una solucién inicial con 100g de suelo
en 100mL de agua destilada estéril, de la cual
se tomé 10mL y se diluyé en 90mL de agua
destilada estéril para generar una solucién madre.
A partir de ésta tltima se realizaron diluciones
seriadas de la siguiente forma: se tomé 1mL de
la solucién madre y se adicion6 a un tubo de
ensayo con 9mL de agua estéril para generar una
concentracién de 1071, de éste se tomé ImL y se
pasoé a otro tubo de ensayo con 9mL de agua estéril
para generar una concentracién de 1072, y asi
sucesivamente hasta 10~7. Se tomaron las dltimas
cuatro diluciones (107% a 10~7) y se sembraron en
medio de cultivo Rosa Bengala vertiendo 1mL de
la dilucién y extendiéndolo por todo el medio con
un asa Drigalsky de vidrio. Por cada dilucién se
hicieron 3 repeticiones.

Figura 1.Cultivo de Aji Tabasco. Zona de muestreo A) dentro de un perimetro de 20cm alrededor de la

plantula y B) dentro del canal entre camas de siembrg.



Identificacién Macroscépica y Aislamiento
de Phytophthora spp.

Después de 7 dias de incubacién a 25°C,
los hongos que crecieron sobre Rosa Bengala
(ARB) se aislaron sembréndolos en medio
de Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Las colonias
obtenidas luego de 4 dias de crecimiento en
PDA se clasificaron por medio de una seleccién
visual preliminar con base a las caracteristicas
de las colonias (Erwin & Ribeiro 1996) y la
identificacién de estructuras reproductivas y

vegetativas (Sdnchez et al. 1998, Stamps et al.

1990).

Para la las caracteristicas microscédpica se hicieron
montajes de micelio con tincion de azul de
lactofenol en placas porta objetos y se observaron
bajo un microscopio Nikon® Eclipse E200 en un
aumento de 100x. Las imagenes fueron tomadas
con una camara de la serie Optikam® Pro instalada

en el microscopio y analizadas con el software
Optika Vision® Pro 5 para realizar la medicién de
las estructuras encontradas.

De este modo y siguiendo las claves de
identificacion y guias de caracteristicas
morfolégicas de Phytophthora (Hurtado 2010,
Godinez & Rosales 2008, Biles et al. 1995, Bartual
et al. 1991), se seleccionaron los hongos con
colonias de color blanco o crema con crecimiento
distintivo (Fig. 2a), presencia de hifas coraloides,
hifas con hinchamientos, esporangios ovalados,
oogonios y clamidosporas intercalares (Fig. 2b).
Una vez identificados morfolégicamente como
Phytophthora, se sembraron en medio Agar
Avena (A.A), Agar jugo V8 (V8A) y medio
liquido de jugo V8 (V8L) para la formacién de
estructuras reproductivas mejor desarrolladas y
hacer otras comparaciones con la literatura que
cita caracteristicas en otros medios de cultivo.

Centre for Science &

Figura 2. Caracteristicas distintivas de Phytophthora, A) Crecimiento en medios de cultivo, B) estructuras

microscépicas.



Figura 3.Evaluacién Patoldgica. A) Pre-tratamiento de las Plantas, B) puntas de palillos cubiertas por el
hongo, C) Inoculacién, D) registro fotografico, y E) Re-aislamiento.

Evaluacién Patolégica
Plantas a evaluar y Pre-tratamiento

Para realizar las pruebas patogenicidad, se
tomaron plantas de Aji Tabasco de 3 meses de
edad con 6 a 8 hojas verdaderas y se sometieron
a un pre-tratamiento en cadmara htimeda por 48
horas. Para lograr este efecto se regé el sustrato
y se cubrieron las plantas con bolsas plasticas
transparentes, ajustandolas a la base para evitar
la pérdida de vapor de agua (Fig. 3a). El propdsito
de este pre-tratamiento fue crear un microclima
propicio para el desarrollo de la enfermedad; una
emulacién de las condiciones que se dan en campo
después de una lluvia o en temporada htmeda,
donde los patégenos desarrollan sintomas de las
enfermedades.

Preparacién del Inoculo

Con la ayuda de un sacabocados #3, se tomaron
discos de 5mm de diametro del borde de la colonia
de los Phytophthora aislados de las muestras de
suelo y se sembraron por separado en medio de
cultivo Agar Avena (medio A.Av.) con puntas
estériles de palillos, incubdndolos a 25°C hasta

que el hongo colonizara por completo las puntas.

(Fig. 3b)

Inoculacién

Una vez terminado el pre-tratamiento de las
plantas, se realizé la inoculacién siguiendo la

metodologia de inoculacién de corona propuesta
por Pochard et al (1976) y Bartual et al (1991)
(citado por Longo et al., 2013; Ezziyyani et al.,
2005; Engelhard & Ploetz, 1979; Lefebvre & Palloix
1996), y modificindola segin la inoculacién con
palillos propuesta por Salazar et al (1977) y De La
Torre et al (2009) (citados por Hurtado-Tenorio,
2010). Se realiz6 un corte transversal en el
area inter-nodal entre la sexta y séptima hoja
madura, donde se insert6 la punta de palillo
colonizado con micelio del patégeno, se cubrié con
cinta Parafilm®M (Laboratory Film - National
American CanTM) para evitar la desecaciéon del
in6culo (Fig. 3c). Se inocularon cuatro plantas por
aislamiento, cada unidad experimental se tomd
como una repeticion, mas un testigo al que se le
inserté una punta de palillo estéril.

Evaluacion

A partir del tercer dia de inoculacién se procedié
a llevar un registro del 4rea afectada durante 20
dias. Se evalu6 la variable Avance Progresivo de la
Infeccién (en milimetros) producido por el hongo
en los dias 3, 7, 10, 14, 17 y 21 posteriores a la
inoculacién (Bartual et al. 1991, Lefebvre et al.,
s.f.). ). Se realizé registro fotogréfico a la zona de
inoculacién, con un fondo blanco y una regla para
mantener las proporciones al momento de analizar
la lesién (Fig. 3d). Las fotos fueron procesadas
con el software ImageJ® para medir el avance de
la enfermedad. Se realiz6é un analisis de varianza
ANOVA de los datos obtenidos con un intervalo



de confianza del 95 % en el programa Statistica®
v7 para encontrar diferencias significativas entre
los dos aislamientos a través del tiempo.

Re-Aislamiento

Una vez terminada la evaluacién, se realizd
un re-aislamiento para confirmar la etiologia
de la enfermedad mediante los postulados de
Koch siguiendo la metodologia de Lucas et al
(2002), la cual clasifica los sintomas en dos tipos:
lesién ausente o no superficial y lesion superficial
desarrollada. En el primer caso, se procede a cortar
un segmento de 9cm del tallo desde la regién de
la inoculacién; y en el segundo caso se corta el
segmento de igual medida pero desde el borde de
la lesiéon. Los segmentos de tallo fueron cortados
en fragmentos de lcm (Fig. 3e) y desinfectados
pasandolos por un lavado de 1 minuto en agua
destilada estéril, 30 segundos en alcohol al 70 %,
30 segundos en agua destilada estéril, 20 segundos
en hipoclorito al 0,5% , y un ultimo lavado
de 1 minuto en agua destilada estéril. Una vez
desinfectados los fragmentos se cortaron a la mitad
con un bisturi estéril y se sembraron en medio V8A,
una caja petri por centimetro de tallo. Los hongos
que crecieron fueron observados al microscopio
para comprobar que fueran Phytophthora.

Identificacién Molecular

Para comprobar la identidad de los hongos como
pertenecientes al género Phytophthora se realizé la

caracterizacion molecular (Williams et al. 2009).

Se extrajo el ADN a partir de fragmentos del
micelio de las colonias puras crecidas en medio
solido, con la menor cantidad posible de agar, y
procesandolos con el kit PowerSoil DNA Isolation
Kit (MO BIO). El ADN extraido se amplificé
utilizado los cebadores: ITS1 y ITS4 (White
et al. 1990). Se determinaron las secuencias
mediante procedimientos estandares del servicio
suministrado por la compaififa Macrogen(USA).
Las secuencias obtenidas fueron comparadas
directamente con las secuencias depositadas en
las bases de datos del GenBank, usando la

herramienta de bisqueda de alineacién local basica.
Las secuencias parciales del gen del ARNr 168
fueron editadas con el programa Chromas LITE
version 2.1, estas se alinearon con el programa
Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall 1999). La
clasificacién filogenética fue inferida mediante el
método de maxima verosimilitud con el software
PAUP versién 4.0b10, se realizé6 una busqueda
heuristica con diez repeticiones, el algoritmo
de TBR ( Tree-Bisection-Reconnection) fue usado
para reajustar la topologia (Branch-swapping).

RESULTADOS

Identificacion y Aislamiento de

Phytophthora

A partir de las colonias que crecieron de la siembra
de diluciones de suelo en Agar Rosa Bengala, se
lograron aislar 32 hongos en medio PDA. Se
realiz6 la clasificacion preliminar con base en las
caracteristicas de las colonias y las estructuras
observadas al microscopio; se encontraron dos
hongos con caracteristicas afines a Phytophthora:
uno se aislé de la concentracién 10! — 4] de la
muestra #1 de la zona del canal entre camas de
siembra, denominado P1; y el segundo en la misma
concentracién pero de la muestra #2 de la zona
dentro del perimetro de la plantula, denominado
P2.

El aislamiento P1 mostr6 un crecimiento
algodonoso no muy elevado, con circunferencias
concéntricas que a medida que maduraba eran
menos visibles hasta que la colonia quedaba
algodonosa sin evidencia de circunferencias (Fig.
4). En el caso de P2, la colonia mostré un
crecimiento arrosetado o en forma de crisantemo,
concéntrico bien definido con puntas protuberantes
(Fig. 5). La velocidad de crecimiento en los medios
de cultivo (ARB, PDA, A.Av, V8A) siempre fue
maés rapida para P2, con un maximo de 7mm por
dia, mientras P1 tuvo un maximo de crecimiento
de 4mm por dia.



Figura 4. Caracteristicas morfologicas del aislamiento P1. Crecimiento de las colonias 7 dias después de la
siembra en PDA, A.Av y V8A, y estructuras observadas al microscopio.

Figura 5.Caracteristicas morfoldgicas del aislamiento P2. Crecimiento de las colonias 7 dias después de la
siembra en PDA, A.Av, y estructuras observadas al microscopio



Del hongo P1 se obtuvieron esporangios ovoides
alargados papilados con un promedio de 29,3um
de largo y 14um de ancho, con Oogonios de entre
9 a 13 pum de didmetro y clamidosporas con
pared delgada. Por otro lado, el hongo P2 generd
esporangios ovoides no muy alargados alimonados
y medianamente papilados, con longitudes de 11
a b4um de largo y de 9 a 36 pum de ancho,
clamidosporas alrededor de 9,5um de diametro
y oogonios con oosferas con media de 37,3um de
didmetro.

Evaluacién Patolégica

El Avance de la Enfermedad fue ligeramente
diferente entre las cepas aisladas (P1 y P2), por
ende el andlisis estadistico no revel6 diferencias
significativas entre los dos Phytophthora (Fig.
6). De manera cualitativa, P1 mostré un
comportamiento mas homogéneo, con lesiones de
5 mm inicialmente en todas las repeticiones (R1
— R4) y avanzando regularmente hasta llegar al
desecamiento del tallo con lesiones de 21,5 a 33,4
mm (Fig. 7a). Por otro lado, las plantas inoculadas
con el hongo P2 mostraron diferentes longitudes
del avance de la enfermedad desde el primer dia de
evaluacién (dia 3 post inoculacién), con necrosis
iniciales de 2 a 12mm, hasta llegar a valores donde
la diferencia méaxima entre repeticiones fue de
21mm (Fig. 7b).
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Figura 7. Gréfica del Avance de la enfermedad
para A) P1 y B) P2, durante los cinco dias de
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Identificacién Molecular

El ADN amplificado con los cebadores ITS1 e
ITS4, se visualizé6 en geles de agarosa al 1%,
los fragmentos amplificados mostraron diferentes
tamanos: una de 530pb para Pl y 642pb
para P2 (Fig. 8a). Una vez determinadas,
comparadas y alineadas las secuencias, se
comprob6 la relacién de los hongos aislados
con los datos de los representantes del género
Phytophthora almacenados en GenBank. Se
construyé un arbol de maéaxima verosimilitud
tomando secuencias pertenecientes a diferentes
especies del género Phytophthora las cuales estaban
representadas en los diferentes clados reportados
para esta especie; el modelo de sustituciéon
nucleotidica utilizado fue GTR+4+G con 0.3370
como parametro alfa de la distribucién gamma,
las frecuencias nucleotiidica fueron T=0.2942,
C=0.2189, A=0.2225 y G=0.2645.
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Figura 8. Amplificado en gel de agarosa y reconstruccién de la filogenia para los hongos aislados. Los valores
mostrados corresponden al bootstrap de maxima verosimilitud entre los aislamientos y los datos almacenados

en el GenBank.

DISCUSION

Por sus caracteristicas de crecimiento en medio
de cultivo, se pudo evidenciar una diferencia
entre los dos hongos aislados, pero el mayor
contraste se dio al comparar posteriormente sus
estructuras al microscopio. Las caracteristicas

y mediciones de las colonias (Waterhouse 1963,
Stamps et al. 1990) y de los esporangios (Ribeiro
1978, Erwin & Ribeiro 1996) son regularmente
usadas para hacer la identificacién de las especies
de Phytophthora. Sin embargo se encontraron
varias discordancias entre la identificaciéon dada
Unicamente con las caracteristicas morfolégicas



y la identificacién usando las claves con las
caracteristicas microscépicas (Ho 1992). Estos
resultados demostraron la necesidad de hacer
un acople de estas dos referencias junto con el
analisis molecular. Aunque se han publicado varias
claves sinépticas para identificar las especies de
Phytophthora (Erwin & Ribeiro 1996, Ho 1981),
como la de la de Gallegly & Hong (2008), que
compila 60 especies conocidas de Phytophthora
junto con sus fotografias y pruebas de ADN, la
identificaciéon por morfologia se considera dificil
debido a las caracteristicas variables que a menudo
se superponen dentro y entre las especies (Widmer
2010); adicional a esto, hay que tener en cuenta
que en el analisis de muestras vegetales y de suelo,
algunas especies de Phytophthora pueden no crecer
en medios de cultivo pero ser positivas en PCR

y viceversa, como lo reportaron Blomquist et al.

(2005) y Donahoo et al. (2006), atribuyéndole este
suceso a que la PCR también podria detectar
esporas que no son viables o que estan en algiin
estado de dormancia.

En cuanto a las caracteristicas macroscépicas de
P1, su forma algodonosa, con crecimiento en aros
concéntricos, se asemeja mucho a las caracteristicas
de P. cinnamomi, P. megasperma, P, cambivora
y P. nicotianae, pero sus caracteristicas

microscépicas se acercan mas a las tres primeras.

Aunque se describe como no papilado, en el registro
fotografico de las observaciones al microscopio se
puede diferenciar un engrosamiento apical que
puede dar una apariencia de esporangios semi

papilado, lo cual es aceptado para la clasificacién.

También puede verse una estructura que, aunque
en un principio se consideré como una papila, en el
movimiento de enfoque se precisé como una posible

germinacién o la liberacién de una zoospora (Fig.

5). Con el uso de las herramientas moleculares
se logré relacionar a P1 con P. cinnamomi,
consiguiendo separar P1 de P. cambivora con
quien comparte muchas caracteristicas y que de
hecho se encuentra en el mismo clado que P.
cinnamomi (Robin et al. 2012, Blair et al. 2008,
Phytophthora Data Base).

Aunque la especie mas reportada que afecta el Aji

es P. capsici (Candole et al. 2012, Bosland et al.

1991), no se debe olvidar que P. cinnamomi tiene
el rango de huéspedes méas amplio de cualquier
especie de Phytophthora (Robin et al. 2012). Esta
es especialmente asociada con enfermedades de
las raices de eucaliptos, robles y castanos, pinos, y
los miembros de la Ericaceae, asi como diversos
cultivos agricolas. La severidad causada por P.
cinnamomi no solo se limita a la agricultura

10

y horticultura, también se han visto afectados
ecosistemas naturales de paises como Australia,
donde no se ha podido controlar desde que fue
reportada por Zentmyer (1983). Los sintomas van
desde la mortalidad de raices finas que conduce a
la disminucién gradual del arbol, a la ampliaciéon
de chancros basales, a menudo con “bleeding
cankers” y muerte de los arboles. Sumando esto a
la cualidad heterotalica de P. cinnamomi, no se
puede pasar por alto la probabilidad de llegar a
tener una implicancia en las enfermedades que se
puedan dar en el cultivo de Aji.

Para el caso del aislamiento P2, el registro
fotografico de las estructuras observadas al
microscopio evidencié una condicién de alta
produccién de estructuras de reproduccion y
de resistencia, que le aporta un caracter de
alta patogenicidad. Las clamidosporas actiian
como semillas de propagacién y son resistentes a
condiciones adversas del ambiente como sequias,
temperaturas bajas, falta de alimento, etc. Esto
concuerda con la caracteristicas fitopatologicas de
las tres especies de Phytophthora a las que esta
emparentado en el arbol generado por el analisis
molecular.

Aunque se procur6 hacer un andlisis més detallado
de los resultados microscépicos y moleculares, no
se pudo establecer una especie definitiva para
P2, ya que la secuenciacién no siempre resulta
en distinciones claras cuando se analizan especies
que estan relacionadas estrechamente y otras
pruebas moleculares podrian no ser especificas
para una especie (Cooke et al. 2007). Phytophthora
es un fitopatdégeno muy importante que ataca una
gran variedad de cultivos, arboles maderables y
arbustos en el mundo entero (Zentmyer 1983). La
condicién heterotalica de muchas especies es el
mayor problema al que se enfrenta un investigador
que pretende hacer un reconocimiento taxonémico
de este grupo fitopatéogeno. El cruce intra e
inter especifico genera diferentes aislamientos
y variedades, a la vez que reafirma la resistencia a
los diferentes métodos de control.

P2 se relaciona cercanamente a P. infestans, a
quien se le atribuye dos grandes desastres a nivel
agricola: la devastacién de la papa (Cox & Large
1960, Fry et al. 1993) y el tizén tardio en cultivos
de tomate, y aunque generalmente se considera que
tienen una gama de hospedadores limitada y que
es un patdgeno casi biotrofico, se ha reportado P.
infestans que causa la infeccién en un gran ntimero
de especies. Erwin y Ribeiro (1996) enlistaron 89
especies hospederas, pero mas del 25 % de éstas



se incluyeron porque las inoculaciones artificiales
resultaron en lesiones. En la agricultura, los dos
hospederos méas importantes son las papas y los
tomates, pertenecientes a la misma familia del Aji
(Solanaceae), lo que abre la duda de su posible
susceptibilidad a P. Infestans. Aislamientos de
Phytophthora relacionados cercanamente con P.
infestans también se han encontrado en Sur
américa en otras solanaceas, como el Tomate
de arbol (Solanum betaceum) y especies silvestres
(Ordofiez et al. 2000). Estos aislamientos son
morfolégicamente idénticos a P. infestans pero
representan genotipos nuevos basados en andlisis
de marcadores genéticos neutrales; por esta razoén
la taxonomia de estos aislamientos es indefinida,
como podria ser el caso de P2.

Los resultados de este trabajo demostraron que
a pesar que la zona era relativamente nueva para
el cultivo, en el suelo hay presencia de estas
dos especies de Phytophthora (P1 y P2) lo que
podria considerarse como una gran amenaza a
mediano y largo plazo, no solo para el cultivo
de Aji ya sembrado, sino para otras especies
vegetales reconocidas por su susceptibilidad a éste
patégeno. Es importante considerar la posibilidad
de contaminacién cruzada por el movimiento que
se puede dar de las estructuras de dispersién
del patdégeno (oosporas y zoosporas). Como lo
han registrado varios autores (Rytkonen 2011,
Kanaskie et al. 2007, Zentmyer & Mircetich
1966) la mayoria de las especies de Phytophthora
soportan un estado de quiescencia de hasta 6 afios,
en forma de micelio en suelos himedos y como
clamidosporas mientras el suelo tenga mas de un
3% de humedad. También pueden sobrevivir como
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