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Resumen

El Pepper golden mosaic virus (PepGMV) es un geminivirus trasmitido por mosquita blanca
que causa pérdidas significativas en el rendimiento y la calidad del chile, ademas de otros
cultivos horticolas en México. El manejo de este virus se ha basado en el control quimico
del insecto vector. Este método no ha sido muy efectivo, es costoso y representa un riesgo
biol6gico. Una alternativa efectiva que no representa riegos biolégicos es el uso de
genotipos resistentes o tolerantes a este patdégeno. En este trabajo de investigacion se
analizo el efecto de la infeccion por biobalistica del PepGMV en 14 accesiones silvestres
de chile Capsicum annuum var. glabriusculum  recolectadas en diferentes estados de
México. Se encontraron dos accesiones potencialmente resistentes o tolerantes al virus,
que pueden ser fuentes de material biolégico para ser utilizadas en programas de
mejoramiento genético. Las accesiones infectadas con el virus presentaron variacion en la
sintomatologia, que difieren en la severidad con lo reportado en otros trabajos de
investigacion, ademas se observaron individuos con diferente grado de recuperacion, que
vario entre las accesiones. Por otra parte, se avaluaron aspectos fisioldgicos, tasa relativa
de crecimiento, desarrollo de hojas, contenido de clorofila, tasa de eficiencia de transporte
de electrones y contenido de fenoles. Los resultados indican que el virus no afecta de
manera significativa a ninguna de estas variables. Nuestros resultados sugieren que la
variabilidad genética que presenta esta especie le ha permitido coevolucionar y persistir en
el medio, siendo una alternativa para el desarrollo de cultivares resistentes o tolerantes al
PepGMV.



Abstract

Pepper golden mosaic virus (PepGMV) is a whitefly-transmitted geminivirus causing
significant yield and quality losses in pepper and other horticultural crops in Mexico. The
management of this virus has been based mainly on the chemical control through the use
of insecticides against vector insects. This method has been partially effective, costly, and
represents a biohazard. An effective alternative, without bio-risk, and accepted for the
integrated management of begomovirus, is the development of resistant or tolerant
genotypes against this pathogen. Here, the effect of PepGMV biobalistic infection was
analyzed in 14 wild accessions of wild pepper Capsicum annuum var. glabriusculum
collected in different states of Mexico. Our results suggest that two virus resistant or tolerant
accessions were found, that have the potential to be used in genetic improvement programs.
The virus infected accessions presented variation in the symptoms that differed from that
reported in other research papers, and individuals with different degrees of recovery were
observed, which varied between the accessions. On the other hand, physiological aspects
as relative growth rate, leaf development, chlorophyll content, rate of electron transport
efficiency and phenol content were evaluated. The results indicate that the virus does not
significantly affect any of these variables. Our results suggest that the genetic variability that
this species presents has allowed it to coevolution and persist in the environment, being an

alternative for the development of cultivars resistant or tolerant to the PepGMV.
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Introduccién

México es considerado centro de domesticacion y de diversificacion de cultivos de
importancia mundial, entre los cuales se encuentra el maiz, el frijol, la calabaza, el
amaranto, el tomate verde, la vainilla, el nopal y el chile (Capsicum spp.). Este dltimo es
uno de los condimentos mas importantes a nivel mundial. Se han reportado de 28 a 30
especies de Capsicum, de las cuales cinco especies son las mas importantes
econdmicamente: C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. pubescens y C. baccatum. De
acuerdo con la superficie cultivada e importancia econémica, C. annuum es la especie mas

importante en México y en todo el mundo (Aguilar-Rincoén et al., 2010).

En nuestro pais se encuentra la mayor diversidad de la especie Capsicum annuum L., entre
los que se incluyen las variedades Jalapefio, Ancho, Guajillo, Pasilla, Serrano, Poblano,
Pimiento Morrén, entre otros. Para el afio 2017 se registré una producciéon de 3 millones 54
mil toneladas, con un valor de 22 mil millones de pesos, ubicandose en el lugar nimero 5
en las hortalizas de mayor exportacion en México, generando un ingreso cercano a los 800
millones de ddlares (SAGARPA, 2017).

En los dltimos 5 afios en México, la produccion de chiles se ha visto afectada por la
presencia de plagas y enfermedades, en especial por el patosistema mosca blanca-
begomovirus, provocando pérdidas econémicas que van del 20 al 80% en el rendimiento
(Hernandez-Espinal et al., 2018). Ante esta problematica, se han desarrollado planes de
control quimico contra el insecto vector, que si bien han logrado contener el problema de
manera parcial, no han sido los adecuados, debido a que los insecticidas utilizados son

altamente toxicos, costosos y biopeligrosos (Retes-Manjarrez et al., 2016).

Una alternativa de control de begomovirus, aceptable desde el punto de vista ambiental es
el uso de genotipos resistentes a este grupo de patégenos. En el cultivo de tomate, el
control de begomovirus se ha llevado a cabo en todo el mundo con el uso de cultivares

resistentes (Shankarappa et al., 2008).

Para el caso del cultivo de chile, no se tienen variedades o hibridos con resistencia o
tolerancia a begomovirus, sin embargo, se ha reportado que las variedades silvestres en

general son una fuente de genes de resistencia hacia plagas y enfermedades (Retes-
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Manjarrez et al., 2017). Hernandez-Verdugo et al. (2001) y Godinez-Hernandez et al.
(2001), reportaron fuentes de resistencia al begomovirus virus huasteco de la vena amarilla
del chile (PHYVV), en poblaciones silvestres de C. annuum var. glabriusculum y C.

chinense, respectivamente.

A pesar de la gran diversidad de chiles silvestres presentes en territorio mexicano, son
pocos los trabajos dedicados a su conservacion y uso como materiales en programas de
mejoramiento genético. Actualmente, la diversidad de chiles silvestres ha ido disminuyendo
por factores como la presencia de plagas, enfermedades, abandono del cultivo, introduccion
de variedades mejoradas y cambio de uso de suelo (Aguilar-Rincon et al., 2010).

Esta situacion es alarmante ante la vulnerabilidad que presentan actualmente las
variedades comerciales de Capsicum annuum L. frente a los begomovirus. Por ello, el
andlisis de tolerancia al PepGMV planteado en este trabajo de investigacion pretende ser
una herramienta para caracterizar aquellas accesiones de Capsicum annuun var.
glabriusculum que tengan potencial para formar parte de programas de mejoramiento

genético, aprovechando este recurso fitogenético y promoviendo su conservacion.
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CAPITULOI.
ANTECEDENTES

Capsicum annuum L. var. glabriusculum

Dentro de la especie Capsicum annuum L. existen dos grupos, los cultivares comerciales
que se caracterizan por tener frutos grandes, C. annuum var. annuum y otro de frutos
pequefios C. annuum var. glabriusculum (Aguilar-Rincén et al., 2010). Esta segunda es
considerada como el ancestro o progenitor de las formas cultivadas.

C. annuum var. glabriusculum se distribuye en Centro América, México y Suroeste de los
Estados Unidos. Es una planta arbustiva, perenne, con ramificaciones, que pueden
alcanzar hasta 2 metros de altura (Aguilar-Rincon et al., 2010).

Aspectos taxonémicos

Una de las caracteristicas mas sobresalientes del género Capsicum es la gran diversidad
que presenta en cuanto al fruto, color, forma, sabor, tamafio y contenido fitoquimico (Zhigila
et al., 2014). Actualmente, la clasificacién de los chiles silvestres aun es compleja. Se han
utilizado diferentes nombres para esta variedad: C. annuum L. var. minus, C. annuum L.
var. baccatum, C. annuum L. var. minimum, C. annuum var. aviculare y C. annuum L. var.
glabriusculum (Hayano-Kanashiro et al., 2016). EI nombre cientifico aceptado hoy en dia
para los chiles silvestres es C. annuum L. var. glabriusculum. Una situacion similar existe
en su nombre comudn, ya que recibe diferentes nombres como chile piquin, chiltepin,
chiltepillo, chilpaya, chile mashito, chile de monte y chile parado (entre otros), dependiendo
las diferentes regiones de México (Lizarde et al., 2011).

Zonas de distribucién

El chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum) crece en una gran variedad de habitats
con suelos profundos, en regiones xéricas en el desierto de Sonora o asociado con arboles
nodriza y en bosques tropicales (Gonzalez-Jara et al., 2011). Se les puede encontrar cerca
de zanjas y caminos en gran parte del territorio de Centroamérica en asociacion con
malezas (Hayano-Kanashiro et al., 2016). En las regiones desérticas, crece cerca de los

cursos de agua y en los cafiones de las zonas montafiosas. Se ha observado que necesitan
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estar rodeados de vegetacion para aprovechar la sombra, la humedad y la fertilidad del

suelo (Hayano-Kanashiro et al., 2016).

Durante la década de los ochenta, la cosecha de chile silvestre se convirtié en una actividad
econdmica importante, principalmente para las poblaciones rurales en el centro y norte de
México (Gonzalez-Jara et al., 2011). El fruto del chiltepin se cosecha de las poblaciones
naturales y cultivadas como una especia y también se utiliza en la medicina tradicional
(Pagan et al.,, 2010). La cosecha estacional es una actividad para mujeres, hombres,
jovenes, nifios y personas mayores (Bafiuelos et al., 2008) y puede aumentar los ingresos
familiares hasta en un 45%. Las frutas verdes del chile en el norte de México cuestan hasta
$800 por kg, mientras que las frutas rojas pueden llegar a $2000 por kg (Montes-Hernandez,
2010). Se ha estimado que la cosecha total de chiltepin es de aproximadamente 50
toneladas métricas por afio (Gonzalez-Jara et al., 2011). Las exportaciones a California y
Arizona alcanzan hasta 6 toneladas por afio de frutos rojos secos. En los ultimos afios, su
cultivo ha aumentado a monocultivos en pequefios campos tradicionales, posiblemente
como resultado de la creciente demanda y la reduccion de las poblaciones silvestres
(Gonzalez-Jara et al., 2011).

Importancia de la diversidad genética en plantas

La pérdida de la diversidad genética de las especies vegetales es una amenaza para la
biodiversidad. Entre los principales agentes causales de esta reduccidon se encuentran: los
cambios en la ecologia, la explotacion no controlada de especies silvestres, el cultivo,
manejo y domesticacion de especies de interés comercial. La deriva genética asociada a
los cuellos de botella poblacionales provocados por el proceso de domesticacion, son
consecuencia directa de la pérdida de la variaciébn genética (Gonzalez-Jara et al., 2011;
Zhang et al., 2017).

En los inicios de la agricultura se utiliz6 un nimero limitado de individuos por especie
progenitora, con rasgos relacionados con el rendimiento en general, la cosecha y consumo.
Como consecuencia, este proceso de seleccion produjo cuellos de botella que han
resultado en una reduccién en la variacién genética en los cultivos actuales (Buckler et al.,
2001; Hamernik et al., 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Disminucidon de la diversidad genética de los cultivos actuales debidos a eventos de
cuellos de botella (Zhang et al., 2017).

Algunos ejemplos de cultivos donde se ha demostrado esta disminucién en la variacion
genética es en la soya cultivada, donde se estima que ha perdido mas de la mitad de la
variacion genética (Zhou et al., 2015). En maiz se describe una pérdida de genes de hasta
un 4% durante la seleccién artificial (Wright et al., 2005) y en arroz cultivado se ha reducido

significativamente en comparacion de su contraparte silvestre ( Xu et al., 2012).

Las plantas silvestres estan adaptadas al medio en el que viven, soportan los cambios en
el clima, el suelo y sobre todo a los enemigos naturales. Por ello juegan un papel importante
en el mejoramiento genético. El cultivo de trigo se vio afectado en 2015 por la salinidad,
esto llevé a pérdidas en rendimiento. Para solucionar este problema, en Australia se generé
una variedad comercial de trigo tolerante a salinidad mediante la introducciéon de un alelo
de su contraparte silvestre Triticum monococcum, mostrando un incremento de 25% en
suelos salinos en comparacién con el cultivar comercial (Munns et al., 2012). En el cultivo
de maiz en Estados Unidos, la produccion de grano se redujo 50% debido al tizén, esto se
resolvié transfiriéndo a las lineas comerciales alelos resistentes al tizon provenientes del

pariente silvestre de maiz mexicano Tripsacum dactyloides L. (Maxted, 2009).
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Otro de los cultivos importantes a nivel mundial que ha sido mejorado genéticamente a
partir poblaciones silvestres es el tomate Solanum lycopersicum. Se han encontrado rasgos
de resistencia a bacterias, virus, hongos, nematodos y plagas en sus parientes silvestres,
en los que se incluyen Solanum habrochaites, Solanum peruvianum, Solanum pennellii y
Solanum pimpinellifolium (Zhang et al.,, 2017). Los ejemplos antes mencionados
demuestran que existe una gran diversidad genética contenida en los parientes silvestres

de diversos cultivos y en su gran mayoria no se han explorado a profundidad.
Diversidad genética de Capsicum annuum var. glabriusculum

La diversidad genética y los cambios alélicos entre cultivares, variedades locales y
accesiones silvestres de la especie Capsicum annuum se han estudiado con el uso de
marcadores moleculares. En estos trabajos se reporta que existe variabilidad genética entre
las variedades silvestres y cultivadas, sugiriendo cambios en las frecuencias alélicas y la
subsiguiente pérdida de diversidad durante el proceso de transicion (Gonzalez-Jara et al.,
2011).

Con la finalidad de contribuir a la comprension biolégica y evolucion de diferentes grupos
de Capsicum, Qin et al. (2014) realizaron estudios genémicos de Capsicum annuum var.
glabriusculum y Capsicum annuum var. annum. Los autores encontraron que la seleccion
artificial durante el proceso de domesticacion y la mejora intensiva moderna, juegan un
papel importante en el origen y diversidad genética de las variedades cultivadas. Se
encontraron en promedio 9,825,526 variaciones de nucleétidos simples y 237,509
inserciones/deleciones en Capsicum annuum var. glabriusculum. De igual manera, se
detectaron regiones dentro del genoma relacionadas al proceso de domesticacién en la
especie cultivada, que fueron utilizadas para detectar la reduccién de la diversidad genética.
Se identificaron un total de 115 regiones correspondientes al 2.6% del genoma, que
contienen alrededor de 511 genes relacionados principalmente con la regulacion de la
transcripcion, el estrés, las respuestas de defensa, el crecimiento y el desarrollo del fruto.
De estos genes, 34 son factores de transcripcion, incluida la proteina activadora (AP2), el
factor de unién al elemento sensible al etileno (ERF), las familias basicas de hélice-bucle-
hélice (bHLH) y 10 proteinas de resistencia a enfermedades que contienen el dominio NB-

ARC. Este conjunto de genes estd relacionado con las diferencias morfologicas y
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fisiologicas entre los chiles cultivados y los silvestres (Qin et al., 2014). Los chiles silvestres

presentaron mayor diversidad genética que las variedades cultivadas (Qin et al., 2014).
Geminivirus

La familia Geminiviridae es una de las mas grandes e importantes de virus de ADN de
plantas superiores, tanto en monocotiledéneas como en dicotiledéneas de importancia
econdmica, en las regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo. La incidencia y
gravedad de las enfermedades causadas por este grupo de patdégenos se ha incrementado
en los ultimos 20 afios (Malathi, 2017).

De acuerdo con el ICTV (2020), la familia Geminiviridae esté integrada por nueve géneros:
Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Capulavirus, Grablovirus Becurtovirus, Eragrovirus,
Topocuvirus y Turncurtovirus. Todos los genomas de esta familia estan compuestos por
ADN monocatenario (ADNss) de 2.5-3.0 kb, que se empaqueta en viriones y ADN
bicatenario en su estado replicativo (ADNdSs), que se transcribe en el nlcleo de las células

vegetales infectadas (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

De los nueve géneros, tres son agentes causales de enfermedades que causan mayores
pérdidas en cultivos de importancia econémica. Entre ellos estan los Mastrevirus, los
Curtovirus y los Begomovirus. Los Mastrevirus son transmitidos por saltadores de hoja,
tienen un solo componente genémico (monopartita), infectan plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas y se distribuyen principalmente en el Viejo Mundo (Europa, Africa y Asia).
Los Curtovirus comparten el mismo vector y tienen un solo componente genémico
(monopartita), estan limitados a plantas dicotiledéneas en el Nuevo Mundo (América)
(Hanley-Bowdoin et al., 2013). Los Begomovirus son virus de ADN circular de cadena
simple, que pueden ser monopartitas o bipartitas, que son transmitidos de manera
persistente circulativa por la mosquita blanca, Bemisia tabaci, causando dafio a cultivos

béasicos y ornamentales en todo el mundo (Czosnek et al., 2017).

Los genomas de los geminivirus (Figura 2), se organizan con unidades de transcripcion
divergentes y en una region intergénica 5' que contiene el origen de la replicacion del circulo
rodante y dos promotores de la ARN polimerasa Il. La proteina de la cubierta (CP), forma

la capside viral y participa en la transmisién del vector. La CP también funciona como la
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proteina lanzadera nuclear (NSP) para los virus monopartitas y en algunos casos para los
bipartitas. Todos los virus monopatrtitas y algunos bipartitas codifican ORFs pequefios en
antisentido del virus. Las proteinas V2 y AV2 funcionan como proteinas anti-defensa de las
plantas, ya que inhiben el silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS) del hospedero.
La proteina V2 también proporciona la funcién de movimiento para virus monopartitas. La
proteina iniciadora de la replicacion (Rep), es la encargada de iniciar la replicacion viral.
Los curtovirus y los begomovirus codifican tres ORF adicionales. La proteina activadora de
la transcripcion (TrAP y la proteina C2 relacionada), interfiere con el silenciamiento
transcripcional de genes (TGS) y el PTGS. TrAP también es un factor de transcripcion
requerido para la expresibn de CP y NSP en begomovirus bipartitas. La proteina
potenciadora de la replicacion (REn; también conocida como C3) esta involucrada en la
replicacion viral. C4 (o AC4 en algunos virus) contrarresta el PTGS. Los begomovirus
bipartitas codifican sus proteinas de movimiento, NSP y MP en el componente B. Los
betasatélites de los begomovirus monopartitas codifican BC1, que contrarresta el TGS y los
alfasatélites codifican su propia Rep, que también es una proteina contra el silenciamiento
viral del huésped (Roshan et al., 2017).

Mastrovirus Curtovirus

Begomovirus bipartita
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Figura 2. Organizacion del genoma de geminivirus (Hanley-Bowdoin et al., 2013)
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Begomovirus

Son virus de ADN monocatenario circular (ADNcs), encapsulados en particulas
icosaédricas geminadas. Estos virus tienen como vector especifico a Bemisia tabaci y son
trasmitidos de manera persistente circulativa. Los begomovirus son el género mas grande
dentro de los geminivirus, con mas de 468 especies (ICTV, 2020). Este género se divide en
dos grupos, de acuerdo con la organizacién de su genoma y las relaciones filogenéticas:
virus del viejo mundo (OW) (Africa, Asia, Europa, Australia), conformados por begomovirus
monopartitas y virus del nuevo mundo, en su mayoria begomovirus bipartitas (NW)
(hemisferio occidental, América) (Figura 2) (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

El genoma de los begomovirus bipartitas consta de dos componentes de ADN de cadena
sencilla circular (2.5-2.7 kb), denominados componente A y componente B. A diferencia de
esto, los begomovirus monopartitas carecen del componente B, el cual codifica para las
proteinas relacionadas al movimiento y la virulencia. En algunos casos estan asociados a
moléculas denominadas satélites, que ayudan en la etapa replicativa del virus (Roshan et
al., 2017).

El componente A est4 compuesto por 6 marcos de lectura abierta (ORF): AV1/ V1y AV2/
V2 en un sentido y AC1/ C1, AC2/ C2, AC3/ C3 y AC4/C4 en orientacion antisentido. El
genoma B tiene solo dos marcos de lectura abierta (ORF): BV1 en sentido y BC1 en
antisentido. Estos marcos de lectura abierta se encuentran separados por una regién
intergenica (IR), que tiene una region comin (CR), que consiste en nucleétidos

conservados entre el componente Ay el componente B (Roshan et al., 2017).
Ciclo de vida de los begomovirus

El ciclo de vida de los begomovirus inicia en el momento que la mosquita blanca adquiere
el virus, por medio de alimentarse de una planta infectada (periodo de adquisicion), a través
del floema. Una vez ingerido el virus hay un periodo de latencia, donde el virus se transloca
a lo largo del canal alimenticio y alcanza el es6fago 10 minutos después de la ingesta, 40
minutos después llega al intestino medio, donde pasa a la hemolinfa por endocitosis a través
de vesiculas. En este punto el virus puede ser destruido por las proteasas y nucleasas
presentes en la hemolinfa, sin embargo, la capside viral interactia con una proteina

chaperona (GroEL) producida por las bacterias endosimbiontes Hamiltonella y Rickettsia,
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que protegen al virus en su paso por la hemolinfa hasta las glandulas salivales (Rosen et
al., 2015; Czosnek et al., 2017).

Por ultimo, al alimentarse de una planta sana, la mosquita blanca transmite los viriones a
las células asociadas al floema o células acompafantes (periodo de inoculacién) (Figura
3). Una vez que las particulas virales llegan a las células acompafantes del floema, en el
ndcleo de la célula, el ADNmc viral se libera de la capside y es convertido en ADN de doble
cadena con ayuda de las ADN polimerasas del hospedero, utilizando oligonucle6tidos de
ARN para cebar la sintesis de la cadena complementaria. EI ADNbc se transcribe en el
nucleosoma por la ARN polimerasa Il del huésped, lo que permite la produccién de la Rep.
Esta proteina inicia la replicacion viral, que se produce mediante una combinacién de
replicaciéon de circulo rodante y replicacion dependiente de la recombinacion. EI ADNmc
circular generado se empaqueta en viriones después de que se produce la CP. La infeccion
se propaga dentro de la planta por el movimiento del ADN viral del nacleo a la siguiente
célula del floema via plasmodesmos, a través de la accion de dos proteinas de movimiento

viral, la proteina NSP y la proteina MP (Hanley-Bowdoin et al., 2013).
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Figura 3. Ciclo de vida de los begomovirus (Hanley-Bowdoin et al., 2013)



Pepper golden mosaic virus

El Pepper golden mosaic virus (PepGMV), es uno de los Begomovirus mas importantes y
ampliamente distribuidos en todo México e infecta cultivos de la familia Solanaceae,
incluyendo el chile (Capsicum annuum), el tomate (Solanum lycopersicum) y el tomatillo o
tomate verde (Physalis ixocarpa) (Pacheco, 1996). El PepGMV se reportd por primera vez
en Texas en 1990 por Stenger, conocido hasta ese momento como un geminivirus que
infectaba al cultivo de chile en Texas (Texas pepper geminivirus, TPGV) en chiles
jalapefios, asi como en otras plantas como Datura stramonium, Solanum lycopersicum,
Lycopersicum peruvianum, Nicotiana benthamiana, Nicotiana clevelandii y Physalis wrighrii.
Brown et al. (1990) lo describieron como el Virus del mosaico dorado del serrano (Serrano
golden mosaic virus, SGMV) en cultivos de chile y tomate en el estado de Sinaloa.

Actualmente el PepGMV esta presente en los estados de Arizona y Texas al sur de los
Estados Unidos, en todo el territorio mexicano y en Centro América en Guatemala,
Honduras, Costa Rica y Nicaragua (Figura 3) (EPPO, 2018).
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Figura 4 . Distribucion mundial de PepGMV (EPPO, 2018).
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La sintomatologia que causa el PepGMV en la planta se describe como un mosaico amarillo
brillante en las hojas, que se asocia con deformacién de las hojas y los frutos, plantas
atrofiadas y disminucién del rendimiento (Holguin-Pefa et al., 2004). Brown et al.,(2005),
aislaron tres cepas del PepGMV, PepGMV-D (Distorsion), PepGMV-Mo (Mosaic) vy
PepGMV-Ser (Serrano), que comparten un porcentaje de identidad en el componente A del
92-94% y 84-94% en el componente B (Figura 5). La diferencia de estas cepas se basa
principalmente en la sintomatologia que provocan en Capsicum annuum cultivar Anaheim.
Las cepas PepGMV Serrano y PepGMV Mosaico, inducen un mosaico sistémico. En el caso
del PepGMV-Mo el mosaico es verde-amarillo, el PepGMV-Ser induce un mosaico dorado
clorético en comparacion con el mosaico causado por el PepGMV-Mo. El PepGMV-D causa
distorsion de las hojas y los sintomas de deformacion producidos se restringen a las hojas
inoculadas (Brown et al., 2005). Las plantas de pimiento inoculadas con el PepGMV-D en
algunos casos presentan un fenotipo de recuperacién en las hojas y en algunos casos las
hojas nuevas no presentan sintomas (Brown et al., 2005).
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Figura 5. Mapas de organizacidon del genoma de tres cepas del Pepper Golden Mosaic Virus
(PepGMV). Los mapas circulares muestran los componentes de ADN-A y ADN-B para las cepas de
distorsion (D), mosaico (Mo) y Serrano (Ser) de PepGMV ( Brown et al., 2005).
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A pesar de no tener el 100% de identidad, Brown et al.,(2005) demostraron que al inocular
por biobalistica el componente A de una cepa con el componente B de otra cepa, el virus
es infectivo, ocasionando sintomas en las plantas de Capsicum annuum cultivar Anaheim.
Estas combinaciones fueron caracterizadas de igual manera por la sintomatologia, como

se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Patogenia de mezclas de PepGMV en Capsicum annumm cultivar Anaheim

Componente A Componente B Sintomatologia

Distortion Mosaic Mosaico amatrillo, enrollamiento de la hoja y venas de las

hojas claras o traslicidas.

Distortion Serrano Mosaico amatrillo, enrollamiento de la hoja y venas de las

hojas claras o traslucidas.

Mosaic Distortion Enrollamiento de la hoja, mosaicos leves, distorsion de la

hoja, recuperacion de las plantas.

Mosaic Serrano Mosaico amarillo, enrollamiento de la hoja y venas de las

hojas claras o traslicidas.

Serrano Mosaic Mosaico amarillo, enrollamiento de la hoja y venas de las

hojas claras o traslicidas.

Serrano Distortion Enrollamiento de la hoja, mosaicos leves, distorsion de

hojas, y recuperacion de la planta.

Estrategias de defensas contra patégenos

Los patégenos ejercen una presion de seleccion sobre sus hospederos, disminuyen la
esperanza de vida y su reproduccion. No obstante, las plantas han desarrollado
mecanismos de defensa para evitar ser infectadas, eliminando al patégeno o reduciendo su
efecto dafino (Restif & Koella, 2004). Estos mecanismos dependen del sistema inmune de
cada especie, la modificacion de las superficies celulares para prevenir la infeccion y
compensaciones durante su ciclo de vida como el crecimiento, la reproduccion y
supervivencia entre otras (Agnew et al., 2000). Estas estrategias se agrupan en dos

categorias, resistencia y tolerancia. La resistencia limita o reduce la infeccion, la tolerancia
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disminuye o compensa el efecto dafiino del patégeno, independientemente del nivel de

multiplicacién (Agrawal, 2011).

El concepto de tolerancia se definié por primera vez en la agricultura como la capacidad de
los cultivos a sufrir pocas pérdidas en rendimiento tras la infeccién por patégenos (Caldwell
et al., 1958). Actualmente, la tolerancia es un concepto frecuente en la ecologia evolutiva
de las plantas. Inici6 con estudios de herbivoria y se expandié hasta la interaccién planta-
patdgeno (Little et al., 2010). La mayoria de estos estudios definen la tolerancia como la
reduccion en la severidad de sintomas, inducidos por la infecciéon del patdgeno (Pagan &
Garcia-Arenal, 2018).

El estudio de los mecanismos de tolerancia comprende tres grupos que no son mutuamente
excluyentes. El primero es la tolerancia a través de la compensacion de la pérdida de la
actividad fotosintética debido a la infeccién. Se ha reportado que la infeccion por patégenos
a menudo inhibe la fotosintesis, dando como resultado una menor asimilacion de
fotosintatos. El segundo grupo es la tolerancia basada en la alteracion del ciclo de vida del
huésped, el cual consiste en desviar recursos de crecimiento a la reproduccion (Agnew et
al., 2000). El tercero es la tolerancia mediante la modificacion del equilibrio de fitohormonas
en respuesta a la infeccién. Los estudios indican que los procesos de desarrollo de sintomas
de la enfermedad y crecimiento del patégeno pueden desacoplarse. Por lo tanto, en muchos
casos los sintomas asociados a la enfermedad representan una respuesta activa del

hospedero a la presencia del patdgeno, pero no influyen en su crecimiento (Xu et al., 2008).

Estos mecanismos de tolerancia que han resultado de predicciones tedricas, no siempre es
respaldada por la evidencia experimental, ya que cada interaccion patégeno-hospedero
suele ser especifica. Sin embargo, con base en la literatura, se han reportado patrones en
comun: 1) En la mayoria de los sistemas analizados de patégenos de plantas, la tolerancia
y la resistencia coexisten, indicando que estos sistemas de defensa no son excluyentes; 2)
a pesar de la presencia de los alelos de la tolerancia en una poblacion hospedera, la
respuesta hacia el patégeno es especifica de cada planta; 3) la tolerancia es una estrategia
eficiente para reducir el efecto negativo de la infeccion en la aptitud del huésped y en
algunos casos puede dar lugar a una compensacion excesiva (es decir las plantas
infectadas tienen mejor aptitud que las plantas no infectadas); 4) ante la propuesta de que

la tolerancia favorece a una mayor multiplicacién del patégeno, esta asociacion rara vez ha
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sido explorada y los pocos informes publicados no encontraron evidencia de una asociacion

positiva entre la aptitud positiva de la planta y el patdégeno (Pagan, 2018).

Los estudios de la tolerancia en las plantas utilizan como variable dependiente la aptitud de
éstas frente a los patdgenos. Las variables para evaluar la aptitud fisica dependen del
contexto (virulencia del patdgeno), la pregunta abordada y las limitaciones experimentales

de cada caso de estudio (Day, 2002).

Otra estrategia de defensa ante los patdgenos es la resistencia. Un patdgeno no es capaz
de infectar a todas las especies de las plantas, esto se debe a un mecanismo llamado
resistencia de no-hospedero (NHR), que es una forma de resistencia genérica y no
especifica, que es comun en todas las plantas. Se puede dividir en tipo 1, que incluye
mecanismos de defensas basicos como son los metabolitos secundarios, aumento en el
grosor de las paredes celulares y el entorno y el tipo 2 que esta asociado con la necrosis
del tejido en el sitio de infeccién, que se produce una vez superada la resistencia del tipo 1
y es sintomética a diferencia de la resistencia de tipo 1, que por lo general es asintomatica.
En este segundo tipo, los patégenos son detectados por diferentes estructuras o proteinas
asociadas a éste y el reconocimiento de estos patrones, llamados MAMPs o PAMPS, (segun
el origen del patégeno), induce una respuesta inmune conocida como resistencia de
inmunidad desencadenada por patégeno (PTI por sus siglas en inglés) reduciendo la

virulencia del patégeno y limitando su reproduccién (Gouveia et al., 2017).
Manejo de los begomovirus

Actualmente el manejo de los begomovirus se basa principalmente en el control quimico
contra los insectos vectores y la eliminacidn de arvenses o0 maleza, considerados
hospederos alternos. Este método ha sido parcialmente efectivo, costoso y representa un
riesgo biolégico (Borah & Dasgupta, 2012). Una alternativa efectiva, sin riesgo biolégico y
aceptada para el manejo integrado de los Begomovirus es el desarrollo de genotipos

resistentes a este grupo de patégenos (Shankarappa et al., 2008).

Segun Valkonen (1994), las variedades resistentes a virus tienen ventajas, ya que no

requieren insumos adicionales para el control de virus/vectores y pueden aumentar la
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rentabilidad en la produccion a medida que aumentan los rendimientos, tanto de manera

cualitativa como cuantitativa.

Los genes presentes en Solanum peruvianum, S. chilense, S. pimpinellifolium y S.
habrochaites son ejemplos de resistencia contra la infeccidon por begomovirus en tomate
(Prasanna et al., 2015). Se ha demostrado que la mayoria de estas fuentes de resistencia
permiten la replicacién de virus en las plantas. Sin embargo, el nivel de acumulacion del
virus es mas bajo en comparacién de los niveles en cultivares susceptibles. Esta bien
establecido que el nivel de virus en lineas de tomate que llevan Ty-1/ Ty-3 es <10% del
nivel encontrado en cultivares susceptibles (Borah & Dasgupta, 2012).

Se ha reportado un amplio rango de variabilidad para los cultivos de Capsicum annuum y
sus parientes silvestres (Hernandez-Verdugo et al., 2001; Gonzalez-Jara et al., 2011;
Pacheco-Olvera et al., 2012). Esto implica el potencial para utilizar dicha variabilidad en los
programas de mejoramiento de cultivos, asi como una fuente importante de resistencia a
patégenos como los begomovirus. Los parientes silvestres de los chiles cultivados son un
valioso recurso genético y se han utilizado con éxito como fuentes de resistencia a los
geminivirus, como, por ejemplo, los trabajos de Trujillo-Aguirre y Diaz-Plaza (1995) y
Godinez-Hernandez et al. (2001), que encontraron resistencia al PHYVV y al PepGMV en
poblaciones de Capsicum chinense del sureste de México. Kumar et al. (2006) reportaron
tres fuentes de resistencia al begomovirus PepLCV y Hernandez-Verdugo et al. (2001) y
Retes-Manjarrez et al. (2016), encontraron resistencia al PHYVV en poblaciones silvestres

de Capsicum annuum del noroeste de México.

Se ha demostrado que para gue un rasgo agronémico esté sujeto a seleccidén en programas
de mejoramiento genético, debe tener una base genética y debe ser heredable (Retes-
Manjarrez et al., 2017). La heredabilidad se define como la proporcién de la varianza
fenotipica total de una poblacion que es atribuible a los efectos de los genes (Shankarappa
et al., 2008). La heredabilidad en sentido amplio se basa en la relacion entre la variacion
genética total y la variacion fenotipica total. La heredabilidad en sentido estrecho mide la
proporcion de la variacion que se debe a los efectos aditivos de los genes en una poblacion
especifica. La heredabilidad en sentido estricto es mas importante, porque proporciona una
medida del valor de reproduccién de una poblaciéon y determina el ritmo al que la media de

la poblacién evoluciona en respuesta a la seleccién natural o artificial (Shukla & Garcia-
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Arenal, 2018). La respuesta a la seleccion observada lleva a estimar la heredabilidad en
sentido estricto, también llamada "heredabilidad realizada" (h?). El h? es un parametro
genético importante que cuantifica la proporcion de varianza fenotipica en un rasgo
atribuible solo a la variacién genética aditiva generada por todas las variantes causales y
por lo tanto excluye la contribucién debida a la varianza dominante y epistatica (Yang et al.,
2017). Las estimaciones de h? entre los rasgos pueden ayudar en la selecciéon de

estrategias de reproduccion y en la seleccion del material parental (Wehner et al., 2017).

Retes-Manjarrez et al. (2016) reportaron que el rasgo de resistencia al PHYVV es heredable
en la primera generacion en tres lineas (UAS12, UAS13 y UAS10), derivadas de
poblaciones silvestres de Capsicum annuum del noroeste de México. Por otro lado, Retes-
Manjarrez et al., (2016) reportaron que este rasgo de resistencia era heredable de manera
relativamente estable en las tres lineas mencionadas anteriormente, en su segunda y
tercera generacion de seleccion. Sin embargo, observaron una respuesta positiva a la
seleccién en la linea UAS12 en su tercera generacion, mientras que las lineas UAS13 y
UAS10 no mostraron respuesta a su seleccion en esta misma generacion. Por lo tanto,
plantearon la hipotesis de que estas dos Ultimas lineas mencionadas son relativamente
estables en términos de homocigosidad y la linea UAS12 todavia tiene una variaciéon
genética para continuar aplicando la seleccion para mejorar el rasgo resistente en este

genotipo (Retes-Manjarrez et al., 2017) .
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Justificacion

Los parientes silvestres de las plantas cultivadas son un recurso genético importante que
constituye un acervo de genes primario, que puede ayudar a resolver problemas de la
agricultura actual, tales como tolerancia o resistencia a plagas, enfermedades o0 aumentar
la calidad y productividad. En este sentido, el conocimiento de la tolerancia al begomovirus
PepGMV es de interés para poder caracterizar aquellas accesiones de Capsicum annuum
var. glabriusculum, potenciales para formar parte de programas de mejoramiento genético
que ayude a combatir a este grupo de patdgenos, aprovechando este recurso fitogenético

y promoviendo su conservacion.
Hipotesis

Si las plantas de Capsicum annuum var. glabriusculum son fuente de genes de defensa
contra patégenos, entonces las accesiones silvestres presentaran variacion en la respuesta

a la infeccion con el PepGMV.
Objetivos

Objetivo general

Evaluar la tolerancia en accesiones de Capsicum annuum var. glabriusculum al PepGMV.
Objetivos especificos

* Analizar el efecto de la inoculacion con PepGMV en 14 accesiones de Capsicum

annuum var. glabriusculum.

* Analizar la sintomatologia viral en las hojas de las 14 accesiones de Capsicum

annuum var. glabriusculum.

« Evaluar caracteres fisiologicos relacionados al crecimiento y desarrollo de la planta

ante la infeccion del PepGMV.
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Estrategia experimental

Material Vegetal

Inoculacion con
PepGMYV

Deteccion de
PepGMV en

plantas inoculadas

Medicién de
parametros
fisiolégicos

* Seleccidon de
accesiones.

* Germinacion.

* Preparacion
del sustrato y
trasplante.

Produccién de
clonas
infectivas de
PepGMV
Extraccion de
ADN plasmidico
Bombardeo por
biobalistica

Colecta de
hojas 14 ddi.
Extraccion de
ADN
Identificaciéon
de PepGMV
PCR

Mediciones O,
7, 14, 21, 28
dias  después
de la
inoculacién.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

Material vegetal

Se seleccionaron para este trabajo 14 accesiones de C. annuum var. glabriusculum
procedentes de diferentes regiones de México (Cuadro 2), de la coleccion de germoplasma
del laboratorio de Genética Ecoldgica y Evolucion en la Facultad de Ciencias, UABC.

Cuadro 2. Listado de accesiones utilizadas en el experimento

Regidn Poblacién Localidad Accesion
Noroeste Sonora San Javier SON 223
Noroeste Sonora Parcela SON 241
Noroeste Sonora La aduana SON 260
Noroeste Sonora Mazocahui MAZ 259
Noroeste Jalisco Chamela JAL CHA
Noroeste Sinaloa Saladito SAL 276
Sureste Veracruz Santa rosa VERSRCH
Sureste Veracruz Santa rosa VERSRGD
Sureste Veracruz Ney Camp VER NC
Sureste Campeche Siho CAM SH 400
Sureste Campeche Siho CAM SH 406
Sureste Campeche Siho CAM 397
Sureste Campeche Siho CAM 398
Sureste Yucatan San Bernardino YUC SB
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Establecimiento de material vegetal

Una de las caracteristicas mas relevantes del chiltepin, es su baja tasa germinativa,
producto de un periodo de latencia. Por lo anterior, para el proceso de germinacion se aplicé
un tratamiento previo con acido giberélico a una concentracién de 500 ppm, durante 24
horas para estimular la geminacion (Ballina-Gomez et al., 2013; Cano-Vazquez et al., 2015;
Hernadndez-Verdugo et al., 2019). Las semillas de las 14 accesiones se establecieron en
macetas de 750 gramos, utilizando Peat moss como sustrato. Tres semanas después de la
germinacion, se trasplantaron en macetas individuales de 250 gramos y se etiquetaron de
acuerdo con su localidad, el nUmero de planta asignado y el tratamiento, con la finalidad de
mantener la identidad de estas. Las macetas se regaron diariamente para mantener la
humedad. Se utiliz6 una mezcla de fertilizante soluble 19-19-19 N-P-K dos veces por

semana, ademas de un monitoreo diario por plagas, para evitar la contaminacion.
Inoculacion de las plantas con PepGMV por biobalistica

Las accesiones (5 repeticiones/accesion) se inocularon 40 dias después de la siembra,
cuando estas presentaron en promedio 4 hojas verdaderas. La inoculacion se realiz6
utilizando microproyectiles de oro de 1 um de diametro, recubiertas de ADN viral
(PepGMVAdIimpBS + PepGMVBdIimpBS) a una concentraciéon de 5 microgramos del
componente viral. La inoculacién por bombardeo se realiz6 con un equipo portatil de
fabricacion artesanal, utilizando gas HE, a 3 cm de distancia de la planta, con un angulo de
45° y una presion de 60 psi. La metodologia para la preparacién de las particulas de oro y

el ADN plasmidico se describen a continuacion.

Clonas infectivas del PepGMV

Las clonas utilizadas para la inoculacion fueron donadas por el Dr. Rafael Rivera
Bustamante, del Laboratorio de Virologia Vegetal del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato y
corresponden a dimeros del PepGMV construidos y descritos por Carrillo-Tripp et al. (2007)
(Figura 6).
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PepGMVBdAIimpBS
8148 tp

Figura 6. Representacion gréafica de los dimeros del PepGMV Ay PepGMV B (Carrillo-Tripp et
al., 2007).

Transformacion de bacterias con los dimeros del PepGMV

Para la transformacion y multiplicacién de las clonas infectivas se utilizaron 100 ul de células
competentes DH5-Alfa de E. coli, se adicionaron 100 ng de ADN de cada uno de los
plasmidos que contienen a los componentes Ay B del PepGMV y se incubd en hielo durante
20 minutos. Al término se colocé en bafio Maria a 42° C durante 45 segundos e
inmediatamente se incub6 en hielo durante 2 minutos, se agregd 1 ml de medio SOC y se
incubd para crecimiento durante 2 horas en agitacién (200 rpm) a 37° C. Se seleccionaron
colonias y se crecieron en 5 ml de medio LB durante 16 horas en agitacion (200 rpm) a 37°
C.

Extraccion del ADN plasmidico

Se centrifugdé a 13 000 rpm por 3 minutos 1.7 ml del cultivo E. coli DH5-Alfa conteniendo el
virus en un tubo Eppendorf de 2 ml y se decanté el sobrenadante. Una vez obtenida la
pastilla se le adicioné 0.25 ml de solucion 1 (50 mM Glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris
HCL pH 8.0) y se mezcl6 en vértex hasta que la pastilla fue homogénea. Se le agreg6 0.25
ml de soluciéon 2 (75 ml de H.O, 20 mg de NaOH [1N], 5 ml de SDS [20%] m/V), se agitd
por inversion de 5 a 10 veces, después se le agregd 0.35 ml de la solucion 3 (24.6 g de
acetato de sodio, 40 ml de H-O y se ajusto el pH a 8.0 con acido acético glacial y se aforo

a 100 ml con H20). Posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm por 8 minutos, se transfirio
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el sobrenadante a otro tubo Eppendorf, se le agregé 0.8 ml de etanol absoluto para
precipitar el ADN, se centrifugd a 13 000 rpm por 8 minutos y se decanté el sobrenadante,
después se le agregd 1 ml de etanol 70% y se centrifug6 a 13 000 rpm por 3 minutos. Se
decanté el sobrenadante y se dejé secar la pastilla; finalmente el ADN se suspendi6 en 30
ul de H20.

Preparacion de las particulas de oro paralainoculacion

Se pesaron 0.5 pg de microparticulas de oro por planta, se adicionaron 15 ul de etanol
absoluto y se incub6 en hielo durante 5 minutos. Se centrifugd en microfuga durante 5
segundos, y posteriormente se retird el sobrenadante con una punta, y se adicionaron 15
ul de agua estéril; nuevamente se centrifugd durante 5 segundos y se retir6 el
sobrenadante. Se adicionaron 6 ul de agua estéril y se sonico durante 20 segundos para
eliminar grumos y homogenizar el tamafio de las particulas. Se adicionaron 5 ng de ADN
de cada uno de los componentes A y B. Se agreg6 7.5 ul de CaCl, (2.5 M) y 3 ul de
espermidina (0.1 M) y se incubd en hielo durante 10 min; nuevamente se centrifugd y se

retir6 el sobrenadante, finalmente se agregé 10 ul de etanol absoluto.
Extraccion del ADN vegetal

Para la extraccion del ADN se utilizé el protocolo CTAB con modificaciones. El

procedimiento se describe a continuacion:

Partiendo de 0.01 gramos de tejido previamente macerado con nitrégeno liquido, se llevé a
cabo el proceso de lisis en un tubo Eppendorf de 2 ml con el buffer de lisis CTAB (100 mM
Tris-HCI pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 M, CTAB 2% y B-mercaptoetanol al 0.1%)
precalentado a 65° C. Una vez mezclados se incubaron los tubos Eppendorf durante 40 min
a 65° C y posteriormente se centrifugaron a 13, 000 rpm durante 20 minutos a 4° C; en este
paso se rescataron 700 ul del sobrenadante y se transfierieron a un tubo Eppendorf de 1.7
ml. Se adicionaron 600 pl de cloroformo:alcohol-isoamilico en una proporcion 24:1,
homogenizando vigorosamente; seguido de esto se procedid a centrifugar durante 20
minutos a 13, 000 rpm a 4° C, nuevamente se rescataron 550 pl del sobrenadante y se
transfirid a un tubo Eppendorf de 1.7 ml, adicionando 900 ul de isopropanol, 100 pl de

acetato de sodio 3 M pH 5.2, mezclando por inversiéon e incubado a -20° C durante 40
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minutos. Una vez terminado el tiempo de incubacién se procedié a centrifugar por 10
minutos a 13, 000 rpm a 4° C, se decantd el sobrenadante y se lavo la pastilla con 500 pl
de etanol al 70% frio repitiendo esto dos veces, se dejo secar la pastilla a temperatura
ambiente y se resuspendié en 50 ul de RNAasa (10mg/ml) en una proporcién 1:50 y se
incubaron durante 30 min a 37° C, por ultimo las muestras se almacenaron en congelador
a-20°C.

Identificacién por PCR del PepGMV en plantas inoculadas por biobalistica

La identificacion del PepGMV en las accesiones se realizo utilizando 20 ng de ADN total
extraido de las hojas de plantas a los 14 ddi, utilizando el método CTAB. Las reacciones se
realizaron en un termociclador (TC-412, Techne, Bibby Scientific Ltd, NJ EE. UU.),
utilizando los cebadores forward 5-TGCCACTACCACCAAAATCC-3 y reverse b5-
CTCCTCTCGTGATACCCG-3 (155 pb) que amplifican un fragmento del gen de la proteina
Rep del virus. Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo a 94 ° C durante 5 min, 35 ciclos a
94 ° C durante 30 s, 58 ° C durante 30 sy 72 ° C durante 30 s, y luego 1 ciclo de extensién
final 72 ° C durante 10 min.

Evaluacion de la tolerancia al PepGMV

La evaluacién de la tolerancia al virus se realizé a nivel fisiolégico con la toma de los
diferentes parametros en los dias 7, 14, 21 y 28 después de la inoculacién. Se midi6 el
indice de clorofila, altura de planta, nimero de hojas desarrolladas y parametros
relacionados con la fluorescencia de la clorofila, ademéas se evalu6 de manera visual la
sintomatologia viral. A nivel quimico se realiz6 la cuantificacién de fenoles por el método
Folin-Ciocalteu. A continuacion, se detallan las metodologias utilizadas para la medicién de

cada parametro.
Clorofila

Se utilizo el clorofilbmetro CCM-200 plus (Optisciences) para medir el indice de clorofila.
Las mediciones se realizaron durante el curso temporal del experimento. Se analizaron tres

hojas desarrolladas por cada planta, partiendo de la parte apical de la planta.

Alturay numero de hojas
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La altura de las plantas se midié6 de manera manual una vez por semana, empleando una
regla graduada de 30 centimetros, los datos obtenidos se utilizaron para calcular la tasa

relativa de crecimiento (TCR) utilizando la siguiente formula.

In (A;) -In (A;)
t- t;

TCR=

Donde Al y A2, se refiere a las mediciones de altura al inicio del experimento y después al
final (transformados por el logaritmo natural), mientras que t2 y t1 se refiere a los tiempos

0y 28 (dias transcurridos entre las dos mediciones).

De igual manera se realiz6 el conteo de las hojas durante el tiempo del experimento, para

analizar el efecto del virus en el desarrollo de las plantas.
Evaluacién de la fluorescencia de la clorofila

Se seleccionaron 3 accesiones (VerSR, Saladito y Cam400) para evaluar el efecto del virus
sobre la eficiencia del fotosistema Il mediante la fluorescencia de la clorofila. Se utilizo el
fluorbmetro PAM-2000 para obtener los indicadores derivados de la fluorescencia de la
clorofila: Rendimiento cuantico efectivo del PSII (® PSII), Rendimiento cuantico fotoquimico
maximo del fotosistema Il (Fv / Fm), Actividad potencial del PSIl (F v /F 0), Tasa de
transporte de electrones (ETR) y la Disipacion fotoquimica de la fluorescencia (qP),
Disipacion no fotoquimica (NPQ).

Sintomatologia

La evaluacion de los sintomas causados por el PepGMYV se realizé a los 7, 14, 21y 28 dias
después de la inoculacion. Para ello se realiz6 un seguimiento fotografico de todas las
plantas; se utilizé la escala de severidad propuestos por Anaya-Lopez (2003), la escala
consiste en 9 niveles. 0 = ausencia de sintomas; 1 = ligera distorsion en las hojas apicales
y puntos amarillos visibles en las hojas expuestas a la luz; 2 = puntos amarillos visibles en
parches aislados en hojas apicales; 3 = mosaicos aislados, puntos amarillos formando una
red en la base de la hoja de las hojas apicales; 4 = mosaicos amarillas visibles claramente;

5 = hojas rizadas en la parte media; 6 = ligera curvatura de las hojas; 7 = hojas arrugadas
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ligeramente distorsionadas; 8 = distorsibn completa de la hoja; y 9 = hojas de plantas

infectadas mas pequefias que las plantas de control.
Cuantificacion de fenoles totales

Cada semana durante todo el experimento se colecté una hoja de cada planta inoculada y
de las plantas control. Las hojas de las plantas se colectaron y prensaron inmediatamente.
Las hojas se deshidrataron completamente en un horno de conveccion VWR a 33°C por 5
dias. Una vez deshidratadas, se maceraron en tubos Eppendorf con ayuda de un pistilo. El
peso total de la hoja macerada se calculé restando el peso del tubo Eppendorf al peso del
tubo + las hojas maceradas. Se agregé 1 ml de metanol 80% (MeOH/H20O 80:20 v/v).
Después de 24 h, el extracto se centrifug6 a 13,000 rpm por 5 min para precipitar los restos
de hoja. Se utiliz6 el sobrenadante para la reaccion Folin-Ciocalteu para cuantificacion de
fenoles totales. Se tomaron 20 pL del extracto hidrometandlico obtenido y se afiadieron a
un tubo de microcentrifuga con 1 ml de agua. Se adicionaron 100 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu. Posteriormente se agregaron 300 uL de NaCOs, lo que provoca que la solucién
se tifia de un color azulado, proporcional a la cantidad de fenoles disueltos. La cantidad
total de fenoles total se cuantificé utilizando un ensayo colorimétrico, utilizando el
espectrofotdmetro Genesys 20 (Thermo Scientific) con A=765nm, usando acido galico como
estandar (Ainsworth & Gillespie, 2007).

Se preparé una curva de calibracion utilizando acido galico como estandar. El acido galico
es utilizado como un estandar debido a que es un fenol simple y esta presente en una gran
variedad de plantas (Lattanzio et al., 2006), incluyendo C. annuum var. glabriusculum
(Hayano-Kanashiro et al., 2016). Las concentraciones de acido galico utilizadas fueron 0,
50, 100, 150, 250, 500, 1000, 1500, 2000 mg/L. Con los valores de absorbancia obtenidos
y los valores de la curva estandar, se calcul6 la férmula para determinar la concentracion

de equivalentes de acido galico (GAE) en las muestras procesadas.

Los valores obtenidos de concentracion de acido galico a partir de la curva de calibracion,
junto con el volumen del extracto y la masa de la hoja, se utilizaron para calcular el
contenido de fenoles (en mg de equivalentes de acido galico, GAE) por cada gramo de
masa seca (Alara et al., 2017; Siddiqui et al., 2017).

39



CAPITULO Ill. Resultados

Analisis de laintegridad e infectividad de los dimeros de PepGMV

Con el objetivo de demostrar la integridad e infectividad de los dimeros del PepGMV se
realizaron digestiones de las clonas infectivas, ademas de la secuenciacion de cada uno de
los componentes gendmicos. Para evaluar su infectividad se utilizaron 4 plantas de chile
habanero variedad jaguar.

Al gum m 8 M A E(EcoR
5?5 L E N EDMEY . Ex 33(43 bV) X (Xbal)
. : Pb 4107pb
0ph =8 8 ', S8 o8 TP gp5pp
1000ph & = s oW o ® o= Tllpb 460
@ & & &  638pb
200pb
A2 B6 B7 B8 B9 B10
W EH EH EM E (EcoRV) H (Hind 11I)
By “a .. o -~ oaepp  2958pb
1000pb - : : 2595ph 2998 pb
. 297 pb
200 pb

Figura 7. Integridad e infectividad de los dimeros de PepGMV. Al) Se observa en electroforesis
en gel de agarosa fragmentos de ADN plasmidico del componente A de PepGMV digeridos con las
enzimas EcoRV (3343 pb, 897 pb, 711 pb, 638 pb) y Xbal (4107 pb, 2613 pb, 1464 pb). A2)
Fragmentos obtenidos por la digestién del componente B con las enzimas EcoRV (5256 pb, 2595
pb, 297 pb) y Hind Il (2958 pb, 2595 pb). B) Plantas de chile habanero variedad jaguar 14 dias
después de la inoculacién por biobalistica.

De acuerdo con el mapa gendmico de los dimeros de PepGMV generados por Carrillo-Tripp
et al. 2007, los fragmentos observados en la digestién del componente A con la enzima
EcoRV corresponden al tamafio de los 4 fragmentos esperados al igual que los tres
fragmentos obtenidos por la enzima Xbal (figura 7A1). Para el componente B, se obtuvieron
los fragmentos y tamarfios esperados con la enzima EcoRV y Hind lll (Figura 7A2). Al realizar
la secuenciacion de ambos componentes se demostré con la herramienta BLAST que el
componente A pertenece a la cepa Mosaic y el componente B corresponde a la cepa
Distortion. Al analizar la infectividad mediante el bombardeo con particulas de oro en la
variedad jaguar de chile habanero se comprobo la infectividad de las clonas infectivas y la

eficiencia del método inoculacién. Las 4 plantas inoculadas presentaron sintomas
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asociados al PepGMV y fueron positivas en pruebas de PCR al virus, 14 dias después de

la inoculacion (Figura 7B).

Deteccion molecular del PepGMV en accesiones de Capsicum annuum var.
glabriusculum.

Para determinar si las plantas de las accesiones presentaron tolerancia al PepGMV, se
inocularon por bombardeo 5 plantas por cada accesién, se realizé un seguimiento
fotografico para documentar la sintomatologia y se determiné la presencia del PepGMV por

medio de PCR obteniendo los siguientes resultados.

La accesion Jalisco-Chamela, no presenté sintomatologia viral, la planta 1 fue positiva en
el diagndstico molecular, demostro ser tolerante a la infeccion (Figura 8). Las plantas 7, 10
11 y 14 fueron negativas y no mostraron sintomas de la infeccion (Figura 9A).

En la accesion Sonora Mazocahui no se observaron sintomas de la infeccién (Figura 9B) y
todas las plantas bombardeadas fueron negativas a la presencia del PepGMV (Figura 8).

En la accesién VERSRGD se observa la presencia de la banda correspondiente al PepGMV
en 4 de las 5 plantas inoculadas (plantas 1, 8, 12, 13) (Figura 8). La planta 8 a pesar de ser
positiva fue asintomatica (Figura 9C, P8). Este resultado nos sugiere que esta planta es
tolerante a la infeccion, ademas de que el PepGMV puede estar replicandose en las plantas

sin causar sintomas.

La accesion SON 223 present6 una sola planta positiva al PepGMV (Figura 8) y al comparar

el fenotipo con el control y con las otras plantas de la misma accesion que resultaron

JAL CHA SON MAZ
ikb P1 P7 P10 P11l P14 P3 P6 P8 P13 P14 - +

200 pb
100 pb

155 pb

Figura 8. Identificacién por PCR del PepGMV en accesiones inoculadas por biobalistica.
Jalisco Chamela (JAL CHA), Sonora Mazocahui (SON MAZ), Veracruz Santa Rosa localidad 1
(VERSRGD), Sonora San Javier (SON 223).

155 pb
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negativas al virus no se observan indicios de sintomatologia viral, mostrando tolerancia a la

infeccién (Figura 9D).

SPEwEH
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—

Control

P13
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Figura 9. Plantas inoculadas con PepGMV 14 ddi. A) Jalisco Chamela (JAL CHA), B) Sonora
Mazocahui (SON MAZ), C) Veracruz Santa Rosa localidad 1 (VERSRGD), D) Sonora San Javier
(SON 223).

La accesion SAL 276 presento tolerancia, dos plantas positivas en el diagndstico molecular
(plantas 7 y 9) (Figura 10) no mostraron sintomas de la infeccion en comparaciéon con las
plantas negativas y el control (Figura 11A). En la accesiéon VERSRCH tres plantas
mostraron ser tolerantes, fueron positivas en el diagndstico molecular (Figura 10) y fueron

155 pb
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completamente asintomaticas (Figura 11B).

SAL 276 VERSRCH

kb P7 P9 P10 P13 P14 P1 P2 P5 P8 P13 - +

200 pb
100 pb

Figura 10. Identificacion por PCR del PepGMV en accesiones inoculadas por biobalistica.
Saladito (SAL 276), Veracruz Santa Rosa (VERSRCH)

PT P9 P10 P13 Pl4 Control
B —
' i)
Pl P5 P13

Figura 11. Plantas inoculadas con PepGMV 14 ddi. A) Saladito (SAL 276), B) Veracruz Santa
Rosa (VERSRCH)

P2 P8 Control

La accesion VER NC presentd una planta positiva en el diagnostico molecular (planta 10)
(Figura 12) y mostré sintomas caracteristicos de la infeccion por PepGMV, las cuatro
plantas restantes (P2, P3, P12, P13) resultaron negativas y no presentaron sintomas de la
enfermedad (Figura 13A). En la accesion CAM 400 cuatro plantas fueron positivas en el
diagnostico molecular (Figura 12), tres de ellas fueron sintomaticas (planta 1, 2 y 8) en
contraste con la planta 5 que resultd ser asintomatica (Figura 13B). Para la accesion CAM
406 el diagnostico molecular mostré que solo la planta 9 fue positiva al PepGMV y fue
asintomatica (Figura 12 y 13C). En la accesion SON 260 tres plantas resultaron positivas al
virus y resultaron sintométicas (P3, P7 y P10) (Figura 12, Figura 13D).
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Figura 12. Identificacion por PCR del PepGMV en accesiones inoculadas por biobalistica.
Veracruz Ney Campo (VER NC), Campeche Siho (CAM 400), Campeche Siho casa 2 (CAM 406),
Sonora la aduana (SON 260).

Control

Control

Control

Pl P4
Pl P3
Figura 13. Identificacién por PCR del PepGMV en accesiones inoculadas por biobalistica. A)

Veracruz Ney Campo (VER NC), B) Campeche Siho (CAM 400), C) Campeche Siho casa 2 (CAM
406), D) Sonora la aduana (SON 260).

P5 P7 P10 Control
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En la accesion CAM 398 las plantas 3y 14 fueron positivas a la identificacion por PCR, pero
resultaron ser asintomaticas. La accesion YUC SB 3 plantas (P1, P11, P13) resultaron
positivas y sintoméaticas a la infeccion (Figura 14,15C), al igual que la planta 3 de la accesion
CAM 397 (Figura 15D). En la accesion SON 241 no se encontraron muestras positivas al
PepGMV, ademéas de no mostrar en ningln caso la presencia de sintomas del PepGMV
(Figura 14 y 15B).
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CAM 398 SON 241
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Figura 14. Identificacion por PCR del PepGMV en accesiones inoculadas por biobalistica.
Campeche Siho 398 (CAM 398), Sonora Parcela (SON 241), Yucatan San Bernardino (YUC SB),
Campeche Siho 397 (CAM 397).
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Figura 15. Plantas inoculadas con PepGMV 14 ddi. A) Campeche Siho 398 (CAM 398), B) Sonora
Parcela (SON 241), C) Yucatan San Bernardino (YUC SB), D) Campeche Siho 397 (CAM 397).
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Se ha descrito en la literatura que los cultivares silvestres presentan cierta resistencia o
tolerancia a patdégenos. En este sentido, las 70 plantas analizadas, pertenecientes a la
especie Capsicum annuum var. glabriusculum, el 63% (44 plantas) de las plantas
inoculadas con del PepGMV no mostré sintomas de infeccion viral y resultaron negativas al
diagnéstico por PCR, mientras que el 37% (26 plantas) de las plantas resultaron positivas

al virus mediante el analisis molecular, 14 plantas sintomaticas y 12 plantas asintomaticas.

Este resultado sugiere que Capsicum annuum var. glabriusculum presenta variabilidad
genética, basado en las diferentes respuestas al virus. Esto se puede deber en gran medida
a las diferentes accesiones analizadas, donde pueden estar presentes genes de resistencia
o tolerancia que se expresan en respuesta al virus y evitan que el virus se replique en las
plantas o bien, que sea posible detectar al virus, pero este no causa sintomas en las plantas
(cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen del andlisis de lainoculacién por cada accesion.

Deteccion molecular

Accesion (plantas +/ Plantas Observaciones
inoculadas)

JAL CHA 1/5 1 planta asintomética

MAZ 259 0/5 Plantas negativas y asintomaticas
VERSRGD 4/5 3 plantas con sintomas y 1 asintomética
SON 223 1/5 1 planta asintomatica

SAL 276 2/5 2 plantas asintomaticas
VERSRCH 3/5 3 plantas asintomaticas

VER NC 1/5 1 planta sintomatica

CAM 400 4/5 3 plantas sintomaticas y 1 asintomatica
CAM 406 1/5 1 planta asintomética

SON 260 3/5 3 plantas sintomatica

CAM 398 2/5 2 plantas asintomaticas

SON 241 0/5 Plantas negativas y asintomaticas

YUC SB 3/5 3 plantas sintométicas

CAM 397 1/5 1 planta sintomatica

Las accesiones analizadas mostraron resultados heterogéneos ante la infeccion por
PepGMV, donde dos accesiones resultaron ser negativas y no presentaron sintomas de la
infeccion viral (MAZ 259 y SON 241) y otras en donde el virus se replica, pero no provoca

los sintomas. Estos resultados apoyan nuestra hipoétesis, las accesiones presentan
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variacién en respuesta a la infeccién que difiere de cada una de ellas e incluso, se observé

variaciéon en la respuesta dentro de las accesiones.

Sintomatologia

Con la finalidad de evaluar el impacto del virus en cada una de las accesiones, se evalué
la sintomatologia viral de plantas que resultaron ser sintomaticas, se utilizaron fotografias
gue corresponden a 14 dias después de la inoculacién con PepGMV, los resultados se

presentan en cuadro 4.

Cuadro 4. Analisis de los sintomas presentados por las accesiones

Accesion Planta sintomética/planta Sintomas Severidad (1-10)
control

Leve distorsion en las
hojas y mosaicos ligeros

VERSRGD

Leve distorsibn en las
hojas y mosaicos
dorados 6

VER NC

Distorsion en las hojas,
deformacion y mosaicos

CAM 400 amatrrillos ligeros 3

Distorsion, deformacién
de las hojas mosaicos

SON 260 amarrillos y clorosis. 9

Distorsion, deformacién
de las hojas y mosaicos

YUC SB amarrillos. 8

Arrugamiento leve de las
hojas, con curvaturas
que comienza a 6
distorsionarse y
mosaicos ligeros

CAM 397

Analizando los resultados obtenidos en cuadro 4, se puede concluir que la repuesta a la
infeccion viral depende de cada una de las accesiones, esto debido a la variabilidad

genética que presentan cada una de ellas. Otro aspecto importante que se observo en este
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experimento fue que incluso dentro de las accesiones, la respuesta al virus varia en cuanto
a la sintomatologia. Para demostrarlo se realiz6 un experimento de curso temporal de la
enfermedad de la accesibn CAM 400, observando los sintomas ocasionados por el

PepGMV en las plantas inoculadas (Figura 16).

Pl

P2

P8

14 ddi 28 ddi

7 ddi 21 ddi

Figura 16. Progreso de la infeccion en plantas susceptibles a PepGMV en plantas de la
accesion CAM 400. P1(planta 1), P2 (planta 2), P8 (Planta 8) en los dias 7, 14, 21, 28 después de

la inoculacion.

En las tres plantas sintomaticas de la accesiéon CAM 400, los sintomas fueron diferentes en
cada planta. La planta 1 mostré los sintomas mas severos 7 dias después de la inoculacion
(ddi), con distorsion en las hojas y presencia de mosaicos amarrillos (severidad de 9 en la
escala de 1-10 de los sintomas). A medida que transcurrieron los dias, los sintomas
disminuyeron, hasta llegar a 3 en la escala de sintomas en el dia 21 ddi. Finalmente, al dia
28 ddi se observé un fenotipo de remision, donde los sintomas de distorsion en las hojas
desaparecen por completo y solo se observaron mosaicos amarillos ligeros (Figura 16). Las
plantas 2 y 8 mostraron sintomas leves a los 7 ddi, como hojas apicales ligeramente
distorsionadas. Las dos presentaron la mayor severidad a los 14 ddi. Se observo distorsion
en las hojas y la presencia de mosaicos amarillos. A los 28 ddi la planta 2, al igual que la

planta 1, present6 un fenotipo de remisién, con la desaparicion de sintoma de distorsién en
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las hojas y se observaron solo puntos amarillos dispersos en las hojas. La planta 8 no
presentd el fenotipo de remisién, los sintomas se observaron durante todo el curso-temporal

de la enfermedad, aumentando el nimero de hojas con distorsiébn y mosaico (Figura 16).

Es importante aclarar que cada planta de cada accesion proviene de la misma planta madre,
pero de diferente fruto. En la accesion CAM 400, las 3 plantas con sintomas presentaron
una respuesta diferente a la infeccién, lo que sugiere que la progenie es heterogéneay que

existe variabilidad genética dentro de la misma accesion.

Un hecho que reforzé nuestra hipétesis es que las plantas de las accesiones VERSRCH,
CAM 406 y SON 223 (Figura 17 A, By C) no presentaron sintomas durante todo el curso-
temporal de la infeccidn, lo que sugiere que las plantas analizadas de estas accesiones son
tolerantes al PepGMV. En las plantas inoculadas solo con oro no se observaron sintomas
(Figura 17, control).

PepGMV

Figura 17. Accesiones asintomaticas 14 dias después de la inoculacion por
biobalistica. A) VERSRCH, B) CAM 406, C) SON 223. Parte superior plantas control, parte
inferior plantas positivas a PepGMV.

Dentro de la literatura se han reportado que las plantas pueden entrar en una fase de

remision, donde los sintomas provocados por el virus suelen desaparecer, disminuir en
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intensidad. Con la final de identificar plantas con de estas caracteristicas se realiz6 un

seguimiento fotografico temporal por accesiones (Figura 18).

35 ddi

Figura 18. Sintomas causados por el PepGMV a los 14 ddi (a, b, ¢, d) y alos 35 ddi (e, f, g, h)
en 4 accesiones de Capsicum annuum var glabirusculum. a) SON 260 planta 5, b) YUC SB
planta 11, ¢) VERSRGD planta 1 y d) VER NC planta 10.

En la accesion SON 260 se observé que la planta 5, a los 14 ddi mostré sintomas de
arrugamiento, mosaicos y clorosis en las hojas, mientras que a los 35 ddi, los sintomas se
hicieron mas severos y se observaron en todas las hojas de la planta (Figura 18 a, €). En
la planta 11 de la accesién YUC SB (Figura 18 b y f) se observé distorsion de las hojas y
mosaicos a los 14 ddi; esta sintomatologia persistié en el tiempo y a los 35 ddi la planta
presentd hojas de menor tamafio debido a los sintomas de la enfermedad. En contraste la
planta 1y 10 de las accesiones VERSRG y VER NC (Figura 18 c, d, g y h) respectivamente,
presentaron los sintomas caracteristicos del PepGMV, hojas distorsionadas con mosaicos
amarillos intensos a los 14 ddi y a los 35 dias ddi se observé en ambas una remision de

sintomas, en donde las hojas nuevas no presentaron sintomas causados por el virus.

La sintomatologia ocasionada por el PepGMV en las accesiones de Capsicum annuum var.
glabriusculum difirié en cada una de ellas y dentro de las mismas. Se observaron genotipos
gue no mostraron remision de sintomas, mientras que en otros casos las plantas iniciaron
el proceso de remision de los sintomas, en donde las hojas nuevas no presentaron sintomas
de la enfermedad. Este resultado nos sugiere que la respuesta al virus es especifico de

cada planta dentro de las accesiones.
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Analisis de los parametros fisiolégicos

Los resultados que se presentaron en las dos secciones anteriores demostraron que el
PepGMV no tiene la capacidad de infectar a todos los genotipos de Capsicum annuum var
glabrisculum analizados. El experimento fue disefiado para analizar la tolerancia de todas
las accesiones, con el supuesto de que todas se infectaran y mostraran sintomas de la
enfermedad. En este sentido, para realizar los analisis estadisticos de los caracteres
fisiolégicos, se realizé la seleccion de accesiones con al menos tres plantas positivas al
PepGMV. Las accesiones analizadas fueron CAM 400, SON 260, VERSRGD, YUC SB y
VERSRCH (asintomética).

Tasa relativa de crecimiento

El virus tuvo un efecto significativo, negativo, sobre la tasa de crecimiento en la accesion
SON 260 (ANOVA: P<0.05; P=0.011, Figura 19), disminuyendo 47% en comparacion con
el control. Las accesiones CAM 400 (ANOVA: P<0.05; P= 0.4782) y YUC SB (ANOVA:
P<0.05; P = 0.8363) con sintomatologia viral, no presentaron un efecto significativo del
virus sobre la tasa relativa de crecimiento, sin embargo, se observé un incremento de 8.7%
para CAM 400, 25% para YUC SB con respecto al control. En la accesion VERSRG
(ANOVA: P<0.05; P = 0.8892) a pesar presentar sintomas, la tasa relativa de crecimiento
entre las plantas infectadas y las plantas control no varié. La accesion VERSRCH se mostro
completamente asintomatica, sin embargo, las plantas infectadas mostraron una tasa
relativa de crecimiento menor al 8% en comparacion de las plantas control, pero sin ser un
efecto significativo (ANOVA: P<0.05; P= 0.8363).
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Figura 19. Tasa relativa de crecimiento (TRC) de las accesiones de Capsicum annuum var.
glabriusculum. Barras negras muestran plantas control y barras grises plantas infectadas con
PepGMV (* indica un efecto significativo).

Numero de hojas

El nimero de hojas desarrolladas a los 28 ddi en las plantas infectadas con el PepGMV no
mostrd un efecto significativo en ninguna de las accesiones analizadas, con respecto a las
plantas control, CAM 400 (ANOVA: P<0.05; P=0.3645), YUC SB (ANOVA: P<0.05;
P=0.4231), SON 260 (ANOVA: P<0.05; P=0.7380), VERSRCH (ANOVA: P<0.05; P=
0.2893), VERSRGD (ANOVA: P<0.05; P=0.8490).

En las accesiones CAM 400 y YUC SB, el numero de hojas desarrolladas presenté una
disminucion de 9% y 4% respectivamente, en las plantas infectadas con el virus. En la
accesion SON 260, a pesar de tener los sintomas mas severos, el desarrollo de hojas tuvo
un incremento de 13.15%. De igual forma, las accesiones VERSRCH y VERSRGD

mostraron un incremento del 24 y 11% con respecto al control, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de lainfeccién del virus en el nimero de hojas desarrolladas 28 dias después
de la inoculacién de PepGMV. Las barras indican las medias del numero de hojas y el error
estandar.

indice de clorofila

El indice del contenido de clorofila no presenté un efecto significativo en las 5 accesiones

analizadas a los dias 7, 14, 21 y 28 dias después de la inoculacion (Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis de varianza del contenido de clorofila.

Accesion 7 ddi 14 ddi 21 ddi 28 ddi

Significancia Significancia Significancia Significancia

(P<0.05) (P<0.05) (P<0.05) (P<0.05)
CAM 400 0.0940 0.5335 0.5139 0.5447
SON 260 0.1847 0.92543 0.5526 0.6220
VER SRCH 0.7006 0.1265 0.7098 0.7712
VER SRG 0.6856 0.2823 0.5495 0.6897
YUC SB 0.5858 0.5422 0.5329 0.6320
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Figura 21. Efecto de la infeccion del virus en el contenido de clorofila. A) 7 dias despues de la
inoculacién. B) 14 dias después de la inoculacion. C) 21 dias después de la inoculacién D) 28 dias
después de la inoculacidn. Las barras indican las medias y el error estandar.

A los dias 7 y 14 después de la inoculacion, donde los sintomas de mosaico fueron los mas
severos, se observé un incremento en el contenido de clorofila en las accesiones CAM 400
y VERSRG, del 8% y 7% respectivamente. En las accesiones SON 260, VERSRCH y YUC
407 el contenido de clorofila no mostré cambios en las plantas control con respecto a las
infectadas (Figura 21).

Contenido de fenoles

El ANOVA de la concentracion de fenoles totales no mostré diferencia significativa entre las
plantas infectadas y las plantas control para las accesiones analizadas, a los 14 ddi, dia en
gue se observaron los sintomas mas severos de la infeccion. Sin embargo, se observé
disminucion en la concentracion de fenoles en las accesiones CAM 400, VERSRG YUC SB
de 11.72%, 14%, 12.5% respectivamente en comparacion con la planta control, a diferencia
de las accesiones VERSRCH y SON 260, que presentaron un incremento en el contenido

de fenoles del 16% y del 14.8% respectivamente (Figura 22).
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Figura 16. Efecto de lainfeccién con PepGMV en la concentracién de fenoles 14 dias después
de lainoculacién. Las barras representan las medias y el error estandar.

Anadlisis de la florescencia de la clorofila

El analisis de la tasa de transporte de electrones fotosintéticos (ETR) a una intensidad
luminosa de 320 pmol m-2 s-1 mostrd un efecto positivo en las plantas inoculadas con el
PepGMV en la accesion SAL 276, 7 ddi (P = 0.0143). En el dia 14 ddi se observé un efecto
positivo del virus en la accesion CAM 400. Estos efectos positivos se relacionan con la
intensidad de los sintomas, pues SAL 276 mostro los sintomas mas severos 7 ddi (Figura
23 A) y CAM 400 14 dias después de la inoculacion (Figura 23 b). En el caso de la accesion
VERSR, fue completamente asintomatica y no mostré variacion en la ETR en todo el curso-
temporal del experimento. Una vez pasada la etapa de sintomas severos las accesiones no

mostraron variacion en la tasa de transporte de electrones (Figura 23 c y d).
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Figura 23. Efecto de la infeccién con PepGMV sobre la tasa de transporte de electrones. a) 7
dias después de la inoculacién, b) 14 dias después de la inoculacion, c) 21 dias después de la
inoculacién d) 28 dias después de la inoculacion. Las barras indican la media y el error estandar.
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CAPITULO IV.
DISCUSION
Infeccién con el PepGMV

A nivel laboratorio se ha demostrado que los cultivares comerciales Capsicum annuum
cultivar Anaheim y Capsicum annuum cultivar San Benito son 100% susceptibles a la
infeccibn mediante bombardeo con los dimeros de PepGMV (Carrillo-Tripp et al., 2007)
(Mejia-Teniente et al., 2019). La sintomatologia reportada es homogénea para ambos
cultivares y coincide con lo reportado en los trabajos de Brown et al., 2005 y Torres-Pacheco
et al., 2003.

Al analizar la infeccion con PepGMV en las 14 accesiones de chile silvestre Capsicum
annum var glabriusculum provenientes de diferentes localidades de México, los resultados
mostraron un bajo porcentaje de infeccion, variacién en la sintomatologia y severidad, que
diverge a lo citado en trabajos anteriores respecto a los cultivares comerciales de Capsicum
annuum var annum (Carrillo-Tripp et al., 2007; Mejia-Teniente et al., 2019). Los resultados
coinciden con los reportes de Torres-Pacheco et al., (2001) y Hernandez-Verdugo et al.,
(2003) en infecciones simples con el PepGMV, en variedades silvestres de Capsicum
annuum var. annuum, donde el virus no infecta el 100% de las accesiones, ademas de
presentar accesiones infectadas asintomaticas. En Capsicum chinense Jacq se han
obtenido resultados similares, con respecto a la infeccion, sintomatologia y severidad de
los sintomas. En esta especie Anaya-LOpez et al., (2013) reportaron que el 30% de las
plantas inoculadas con el PepGMV mostraron sintomas virales mientras que el 70% fueron
asintomaticas. En nuestro trabajo encontramos resultados similares, ya que el 37% de las

plantas analizadas resultaron positivas al PepGMV de acuerdo al analisis molecular.

Los estudios de infeccion con el PepGMV sugieren que las accesiones silvestres del género
Capsicum presentan una gran variabilidad genética en las diferentes poblaciones y dentro
de las mismas, debido a las interacciones presentes en el holobionte. Lo anterior responde
en su mayoria a que las accesiones silvestres forman parte de los ecosistemas naturales
presentes en nuestro pais, donde el ambiente y el bajo o nulo nivel de domesticacion

permiten tener una estructura genética capaz de sobrevivir al medio (Rodelo-Urrego et al.,
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2013). Se ha demostrado que las lineas comerciales se han deteriorado genéticamente
como consecuencia de los cuellos de botella que se generan en la seleccion masiva, como
consecuencia de la seleccion de caracteres acorde a las necesidades de mercado, dejando
de lado los caracteres relacionados a la defensa de las plantas, provocando que estas sean

mas susceptibles al ataque de patégenos (Gonzalez-Jara et al., 2011; Qin et al., 2014).

La variabilidad genética presente en una especie o cultivo tiene un papel importante en la
defensa contra patégenos (Paudel & Sanfacon, 2018). Un ejemplo claro que la baja
variabilidad genética permite a los patégenos provocar graves dafos, es el cultivo de yuca
Manihot esculenta, que presenta poca variabilidad genética debido principalmente a su
forma de propagacion por esquejes, donde todas las plantas son clones. En este sentido al
ser atacada por el begomovirus African cassava mosaic virus (ACMV) ha provocado
pérdidas totales y hambruna en el continente africano (Houngue et al., 2019). En nuestro
trabajo se analizaron poblaciones silvestres de Capsicum annuum var. glabriusculum,
donde la seleccion artificial ha sido nula o muy baja, ademas su reproduccion permite la
hibridacion o cruzamiento con individuos cercanos que promueven la variabilidad genética
de la especie. Es importante sefialar que esta en constante interaccion con el PepGMV en
el ambiente natural, por ende, la respuesta a la infeccién tiende a diferir en cada una de las
accesiones y dentro de las mismas. Lo anterior se explica con base a la presion selectiva
que genera el virus en las plantas. Esta interaccién es llamada coevolucién, donde la
frecuencias de genes de una especie determinan la aptitud de genotipos, conduciendo a
la diversidad en las defensa del hospedero ( Brown & Tellier, 2011). Los trabajos de Retes-
Manjarrez et al. (2016) y Hernandez-Verdugo et al. (2017) en los estados de Sonora y
Sinaloa muestran que las poblaciones silvestres de Capsicum annuum en las localidades
muestreadas, divergen en respuesta a la infeccion de begomovirus, encontrado accesiones

resistentes a la infeccion.

Con base en el disefio experimental utilizado en este trabajo, el efecto de la infeccién solo
puede ser atribuido a la estructura genética de las accesiones. Estos resultados ponen de
manifiesto la importancia que tiene la variacion ecoldgica a gran escala y la importancia de
este recurso fitogenético como fuente de genes que pueden ser utilizados para el

mejoramiento genético.
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Tolerancia al PepGMV

Se ha propuesto que la tolerancia a patdgenos por parte del hospedero se logra mediante
la reasignacion de los recursos, con el objetivo de disminuir el impacto negativo del
patdgeno. La inversion de los recursos a diferentes componentes de la aptitud fisica como
el crecimiento, el desarrollo, y la reproduccién son ejemplo de la tolerancia de las plantas a
los patdégenos (Stearns, 1976). Es importante sefialar que, a pesar de no detectarse
diferencias significativas, las plantas respondieron en algunos casos de manera positiva a
la infeccion y en pocos casos de manera negativa, mostrando cierta variacion entre ellas, y
mostrando que la tolerancia al virus influye en la aptitud de las plantas para sobreponerse
a la infeccion. Esto concuerda con los trabajos de Pagan et al. (2006, 2007) y Shukla et al.
(2018), donde en diferentes lineas de Arabidosis varian en sus respuestas a la infeccion

viral.
Tasa relativa de crecimiento y numero de hojas

Se ha reportado que los efectos de la infeccion viral por PepGMV producen un retraso en
el crecimiento de las plantas en chiles (Hernandez-Espinal et al., 2018). En las accesiones
analizadas solo la accesion SON 260 mostr6 diferencias significativas en la tasa de
crecimiento, donde las plantas infectadas disminuyeron el crecimiento con respecto a las
plantas control, ademas esta accesion fue la mas afectada en sintomatologia. En las
accesiones restantes el virus no tuvo efecto negativo en la tasa relativa de crecimiento ni
en el desarrollo de las hojas. Este es el primer trabajo donde se evalGan estas variables en
la infeccion de PepGMYV en chiles silvestres, los resultados no concuerdan con los efectos
provocados por otros virus, donde se reportan disminucién en el crecimiento y efecto

negativo sobre el desarrollo de las plantas (Chia & He, 1999; Guo et al., 2005).
Contenido de clorofila

Uno de los sintomas caracteristicos del PepGMYV es el mosaico dorado que se presenta en
las hojas de las plantas infectadas, relacionado con la degradacién de la clorofila (Brown et
al., 2005; Mejia-Teniente et al., 2019). En este sentido, las accesiones analizadas no
presentaron disminucién en el contenido de clorofila con respecto a las plantas control. Esto

sugiere que las accesiones silvestres de chile son tolerantes a la degradacion o disminucion
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de la clorofila. La disminucién o degradacion de clorofila se produce como consecuencia de
la infeccién viral; en el caso del virus BBTV, la pérdida de clorofila esta asociada a la
acumulacién de clorofilasa, ademas porque el virus utiliza el cloroplasto para la sintesis de

sus proteinas, rompiendo las membranas externas (Tanuja et al., 2019; Zhao et al., 2016).
Andlisis de la florescencia de la clorofila

La tasa de transporte de electrones se vio afectada de manera significativa en las
accesiones SAL 276 y CAM 400; en ambas el efecto en la disminucion de transporte de
electrones se relacion6 con los dias en donde se apreciaron los sintomas mas severos de
la infeccion. Este efecto es interesante pues la florescencia de la clorofila se relaciona con
el contenido de clorofila y en este sentido no tuvo un cambio significativo durante el progreso
de la enfermedad. En otros trabajos se ha observado una limitacién de la fotosintesis y baja
asimilacién de CO; por efecto de la fotorrespiracion (Guo et al., 2005). A pesar de ocurrir la
infeccion con el PepGMV, los resultados sugieren una resiliencia en el aparato fotosintético
de las accesiones silvestres que permiten la normalizacién de la tasa del transporte de

electrones.
Contenido de fenoles

El papel de los fenoles en las infecciones virales son la sefializacién y la estabilizacién del
estado redox en la célula. Se ha reportado que el contenido de fenoles incrementa en
presencia las infecciones virales (Kofalvi & Nassuth, 1995; Tanguy & Martin, 1972). En este
sentido solo las accesiones VERSRCH Y SON 260 mostraron un incremento en el
contenido de fenoles, pero resulté no ser significativo con respecto a sus controles. Los
resultados difieren de los trabajos antes mencionados, por lo tanto, el contenido de fenoles
en chiles silvestres no resultaron ser causa de la recuperacion en las plantas, ni de lo leve
de los sintomas observados, como ha reportado Mejia-Teniente et al. (2019). Estos autores
aplicaron peroxido de hidrégeno como preacondicionamiento antes de la infeccion viral por
PepGMYV vy los niveles de compuestos fendlicos incrementaron significativamente con
respecto a los tratamientos testigos y se correlacionaron positivamente con la recuperacion

de las plantas y la disminucion en la severidad de sintomas.
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CAPITULO V. Conclusiones y perspectivas

Algunas de las accesiones de chiles silvestres estudiadas resultaron ser tolerantes a la
infeccidn con el virus, ya que los pardmetros fisiolégicos estudiados no se ven afectados,
los sintomas visibles son leves, presentan remision de sintomas y en algunos casos son

ausentes.

Se encontraron dos accesiones que pudieran ser tolerantes a la infeccién, Sonora
Mazocahui (241) y Sonora Parcela (241), las cuales tienen un potencial para formar parte
de programas de mejoramiento genético. Por otra parte, también se pudieron observar
accesiones que se recuperaban de la infeccion (VER NC y VERSR). Con lo anterior se
destaca el potencial de la diversidad genética presente en los chiles silvestres para su uso

en la mejora de los materiales comerciales.

Es importante sefialar que a pesar de que las plantas de cada accesion provienen de la
misma planta madre, cada uno de los individuos evaluados tiene un genotipo heterogéneo,
esto queda en manifiesto al presentar diferente respuesta a la infeccion viral. Es decir, si en
algin momento se toman las mismas accesiones para repetir el experimento los resultados
pueden diferir en cuanto al nimero de plantas infectadas esto como parte de la genética de
poblaciones. Lo anterior se ha demostrado en los trabajos de Hernandez-Verdugo et al.
2017, 2019 con el virus PHYVV, donde selecciond progenitores gue no mostraron sintomas
ni presencia del virus en la primera generacién, sin embargo, al tratarse de accesiones
silvestres con genotipo heterogéneo, al obtener la progenie resulté que algunas plantas si
se infectaban y presentaban sintomas pero con menor incidencia en comparacion con los
progenitores susceptibles, fue hasta la quinta generacién que se logré depurar las 3 lineas

a las que actualmente se les atribuye la resistencia al virus PHYVV.

Este es un trabajo exploratorio donde se evaluaron lineas de diferentes lugares de la
republica, se demostré que el chile silvestre tiene material genético que puede ser estudiado
para obtener accesiones tolerantes o resistentes a la infeccion viral por PepGMV. En este
sentido, se ha utilizado la genética clasica para obtener lineas resistentes, no quiere decir
gue no sea eficiente, sino que para realizar la seleccion de estos materiales se deberian

utilizar marcadores genéticos que permitan identificar los individuos con las caracterizas
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adecuadas para disminuir el tiempo en el proceso de seleccion y cribado de materiales

silvestres.

Se describieron diferentes interacciones virus-planta, como se mencion6 anteriormente los
individuos presentan cierta heterogeneidad, muchos genes pudieran estar involucrados en
esta interaccion, no se podrian estudiar de una manera muy puntual o certera, estas
interacciones virus-planta se han estudiado en plantas modelos como Arabidopsis thaliana
donde se conoce todo su genoma, ademas de tener poca variabilidad genética por ser

lineas homogéneas e incluso clones.
Perspectivas

1. Cinco accesiones mostraron individuos infectados que no presentaron sintomas de
la enfermedad; con los avances en la secuenciacibn masiva se puede hacer un
andlisis del transcriptoma para identificar las causas o propiedades de las plantas
gue permiten la replicacion del virus, pero sin presentar dafio en la planta.

2. Las accesiones CAM 400y YUC SB fueron susceptibles pero presentaron diferentes
grado de recuperacion. Futuros estudios transcriptdmicos pueden permitir identificar
los genes que estén involucrados en estas respuestas y contrastar con los
transcriptomas de las accesiones resistentes.

3. En este trabajo solo se estudio la interaccion virus-planta, sin embargo, de manera
natural no existe tal relacion, pues no incluye la participacién del insecto vector, que
puede tener gran influencia en la virulencia del virus y pudiera llevar a resultados
diferentes. Es muy importante re-evaluar en presencia del vector las presuntas
accesiones resistentes y las que permanecieron asintomaticas, para realizar un
cribado mas estricto para identificar materiales que requiere la agricultura.

4. Para realizar programas de mejoramiento genético usando estas accesiones es
necesario contar con marcadores moleculares para identificar a los individuos
resistentes para acortar los tiempos en la seleccién de materiales.

5. Por ultimo, seria de gran importancia analizar el viroma de los cultivares comerciales
y silvestres para detectar sinergias virus-virus, pues todos los trabajos de seleccion
de materiales son especificos a un virus. Se ha comprobado que en una planta

enferma pueden estar presentes multiples virus.
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