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RESUMEN

Los begomovirus causan pérdidas agricolas que van del 30 al 100% de la produccion. En la
Peninsula de Yucatan se ha detectado al Pepper golden mosaic virus (PepGMV), afectando
principalmente a Capsicum sp y aun no se tiene un tratamiento adecuado para su control. La
nutricion nitrogenada induce tolerancia al ataque de patdgenos y existen estudios acerca de los
efectos contrastantes del nitrato y el amonio sobre la respuesta de defensa de las plantas a
hongos y bacterias, pero no en virus. Para conocer el efecto de la nutricion nitrogenada en la
respuesta de plantas de chile habanero al (PepGMV), se evaluaron dos concentraciones de
nitrégeno (1.25 mM y 5 mM), cada una con tres relaciones diferentes de NOs : NH," (100,
80:20 y 50:50, respectivamente). Se observl que a la concentracion de nitrégeno a 5 mM las
plantas presentan un mejor crecimiento y desarrollo, que las relaciones NOs : NH," al 50%
tuvieron menor valor en todos los pardmetros evaluados y que C.chinense en nuestro sistema

+

de estudio es mejor una nutricion combinada de NOs; : NH; en 80:20%. Para evaluar la
infeccién y la respuesta de las plantas con la nutricién, se inocularon las plantas con clonas
infectivas del PepGMV por medio de biobalistica y se realizd un curso temporal de 21 dias para
observar la sintomatologia. Los resultados obtenidos no mostraron alguna respuesta de las

plantas infectadas con el PepGMV en los tratamientos de  nitrégeno.



ABSTRACT

Begomoviruses cause agricultural losses ranging from 30 to 100% of production. Pepper golden
mosaic virus (PepGMV) has been detected in the Yucatan Peninsula, affecting mainly
Capsicum sp, and there is still no adequate treatment for its control. Nitrogen nutrition induces
tolerance to pathogen attack and there are studies about the contrasting effects of nitrate and
ammonium on plant defense response to fungi and bacteria, but not on viruses. To determine
the effect of nitrogen nutrition on the response of habanero pepper plants to PepGMV, two
nitrogen concentrations (1.25 mM and 5 mM) were evaluated, each with three different NOj :
NH," ratios (100, 80:20 and 50:50, respectively). It was observed that at the 5 mM nitrogen
concentration the plants presented better growth and development, that the NO5 : NH," ratios at
50% had lower values in all the parameters evaluated and that C.chinense in our study system
is better with a combined nutrition of NO5; : NH," at 80:20%. To evaluate the infection and the
response of the plants with the nutrition, the plants were inoculated with infective clones of
PepGMV by biobalistics and a time course of 21 days was carried out to observe the
symptomatology. The results obtained did not show any response of PepGMV-infected plants to

nitrogen treatments.
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INTRODUCCION

Capsicum sp. es uno de los cultivos de importancia econdmica mundial que se ve afectado por
los begomovirus. Estos virus patégenos de plantas inducen al retraso en el crecimiento de la
planta, clorosis y arrugamiento en las hojas y son causantes importantes de pérdidas
economicas (Barchenger et al., 2019). Algunas estrategias de control integrado se basan en el
monitoreo de las poblaciones del insecto vector (Bemisia tabaci, mosquita blanca), el uso de
pesticidas, saneamiento del sitio y la erradicacion de maleza que puedan servir de reservorio.
El mayor problema de los begomovirus reside en la frecuencia y evolucion con la que
aparecen, generando enfermedades que pueden resultar devastadoras, lo que hace que sean
dificiles de controlar (Kumar et al., 2017).

Existen plaguicidas quimicos y biol6gicos que ayudan a controlar las poblaciones del insecto
vector. Entre los insecticidas quimicos mas utilizados en México se encuentran los
organofosforados como el paration metilico, el metamidofés y el malatién; en cuanto a los
insecticidas biolégicos estan los de origen vegetal, que abarcan al menos doce familias de
especies vegetales (Zepeda-Jazo, 2018) y los bioinsecticidas formulados a base de hongos
entomopatdgenos (Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, Verticillium lecanii).
Estos bioinsecticidas presentan baja residualidad y en el caso de los hongos, su uso se ve
limitado por las condiciones ambientales requeridas, esto hace desfavorable su empleo pese a
la eficiencia en reducir las poblaciones del vector (Faria y Wraight, 2001). En el caso de los
insecticidas quimicos, los reportes demuestran la falta de perfiles toxicolégicos, la posible
induccién de resistencia en los insectos vectores, dafios al ambiente y a la salud por riesgos de

ingesta y exposicion (Fao y Who, 2019).

Lépez y colaboradores (2010), sugieren el uso racional y selectivo de insecticidas, integrado a
la produccion y liberacion masiva de parasitoides (Eretmocerus sp., Encarsia sp.). Sin

embargo, ha resultado dificil de lograr en Latinoamérica.

La Ingenieria Genética es otra medida empleada para reducir la pérdida agricola. Se han
generado plantas transgénicas capaces de reducir los sintomas ocasionados por virus y se ha
demostrado su eficiencia, durabilidad y seguridad (Prins et al., 2008). A pesar de ello, existe un
constante rechazo de la sociedad, de grupos y gobiernos hacia la manipulacion genética, que

por falta de informacion crea miedo y mitos; el control de las semillas por compafias
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transnacionales y la falta de aplicacion de tecnologias también juegan un papel fundamental

referente a este tema, por mencionar algunas razones (Bolivar-Zapata, 2017).

En el control cultural, la nutricibn mineral ademas de estar implicada con el crecimiento, el
desarrollo, el rendimiento y la produccion de las plantas también esta relacionada con la
resistencia y susceptibilidad ante las enfermedades. Algunos nutrientes esenciales como el N,
K, P, S, Cl, B, Mny Zn estén involucrados en este mecanismo. En el caso del nitrdgeno, se han
reportado resultados contradictorios en su papel durante la interaccion planta-patégeno
(Dordas, 2008; Gutierrez, 2012).

Desde los 90°s se encontré que existe una relacion estrecha entre el hospedero, el patégeno y
la forma de administrar el nitrégeno; la respuesta de la planta ante una enfermedad puede
variar dependiendo de estos componentes (Huber y Watson, 1974). Zimerman-Lax y
colaboradores (2016), demuestran la reduccion de la Mancha bacteriana del fruto causada por
Acidovorax citrulli utilizando fertilizacién nitrogenada s6lo con nitrato, en comparacién con la
fertilizacion combinada de nitrato y amonio. De igual manera, Abro y colaboradores (2013)
demostraron la disminucién en la patogenicidad del hongo Botrytis cinerea cuando se les

administra a las plantas nitrégeno en forma de nitrato.
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ANTECEDENTES

1.1 EL CHILE HABANERO

Los chiles pertenecen a la familia Solanaceae y de acuerdo a Trépicos (2018), se clasifican

taxonémicamente en:
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum

Se originaron en la region tropical de Sudamérica y después de las exploraciones al Nuevo
Mundo se diversificaron mundialmente hasta las variedades que se conocen actualmente. El
género Capsicum (del griego “kapto”, que significa morder), comprende entre 28 y 30 especies,
siendo las mas cultivadas: Capsicum annum, C. frutescens, C.chinense, C. baccatum y C.
pubescens. México es el principal centro de diversidad genética y principal productor mundial

(Missouri Botanical Garden, 2018; Silvar y Garcia-Gonzalez, 2016).

El chile habanero (Capsicum chinense Jacqg.) es un cultivo demandado por el mercado nacional
e internacional por la diversidad de caracteristicas que posee (Borges-Gémez et al., 2014). En
México se estima una produccién anual de 20,829.61 t; Sinaloa es el principal estado productor
(33%), seguido de Yucatan (12%) y Quintana Roo (10%) (SIAP, 2019).

Es consumido en fruto fresco, deshidratado y encurtido para el acompafamiento de platillos;
en la industria se utiliza como material para la elaboracion de una amplia variedad de productos
como colorantes, resinas, salsas y pastas. Por las propiedades antiinflamatorias que posee la

capsaicina se utiliza para fabricar ungientos, lociones y cremas (Ruiz-Lau et al., 2011,



https://www.tropicos.org/name/43000109
https://www.tropicos.org/name/43000013
https://www.tropicos.org/name/100352415
https://www.tropicos.org/name/43000073
https://www.tropicos.org/name/42000282
https://www.tropicos.org/name/40001029
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SAGARPA, 2017).

En la Peninsula de Yucatan el chile habanero es el mas cultivado y distribuido de los chiles en
general, se encuentra en diferentes variedades de formas, tamafios y colores. La variedad
Jaguar es la mas cultivada a nivel nacional (Meneses-Lazo et al., 2018) y cubre el 80% de las

siembras de chile habanero en el pais (INIFAP, 2019).

Crece desde 90 cm en condiciones de campo hasta 1.8 m en invernadero, posee frutos
uniformes de color verde esmeralda en estado sazén y anaranjado brillante en madurez total
(ambos son muy atractivos para el mercado). Esta variedad esta adaptada a las condiciones
ambientales adversas del tropico (alta temperatura y humedad) y se desarrolla
satisfactoriamente en suelos arcillosos (Ramirez et al., 2018). De acuerdo a Macias y
colaboradores (2013), los productores recomiendan las condiciones de 33°C y 80% de
temperatura y humedad relativa, respectivamente, en el sistema de invernadero para una

productividad ideal.

La produccion del chile habanero puede afectarse por plagas como el picudo del chile
(Anthonomus eugenii), el minador de hojas (Liriomyza spp.), el &caro blanco
(Polyphagotarsonemus latus), la arafia roja (Tetranychus sp.,) y la mosca blanca Bemisia tabaci
(vector de Begomovirus) (Berny-Mier y Teran et al., 2013; Pimentel et al., 2015). También se
afecta la produccion por enfermedades como el damping-off (Phytophthora capsici, Rhizoctonia
sp., Fusarium sp., Verticilllum sp., Alternaria sp) y la cenicilla (Oidiopsis sp.) que son
ocasionadas por hongos; enfermedades como la mancha bacteriana (Xanthomonas
campestris); las agallas originadas por nematodos (Meloidogyne incognita) y las infecciones por

fitoplasmas y virus (Velasquez-Valle et al., 2013).

1.2 LOS GEMINIVIRUS

"Tal vez se escarcha/ En este pueblo mafiana a mafana/ Porque la hierba que vi en el campo

del verano/ Ya se ha vuelto amarilla".

Este poema japonés de la emperatriz Koken (752 a.C.) se atribuye como el posible primer
registro de una enfermedad virica en plantas causada por los geminivirus (Saunders et al.,
2003).
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Geminiviridae es una familia de virus patdgenos de plantas, pertenecientes al Orden:
Glepafuvirales y Clase: Repensiviricetes. Infectan cultivos de importancia mundial como frijol,
yuca, tomate, papa, arroz, citricos y chiles. Posee 483 especies., comprendidas en 9 géneros:
Becurtovirus (3 spp.), Begomovirus (424 spp.), Capulavirus (4 spp.), Curtovirus (3 spp.),
Eragrovirus (1 sp.), Grablovirus (3 spp.), Mastrevirus (41 spp.), Topocuvirus (1 sp.) vy
Turncurtovirus (3 spp.) (Cantd-Iris et al., 2019; ICTV, 2020). Los geminivirus se caracterizan por
la estructura Unica de particulas gemelas simétricas (geminadas) en forma de icosaedros
incompletos, formados por proteina de la cipside y se clasifican de acuerdo al vector, al rango
del hospedero y la organizacion de su genoma (Hipp et al., 2017).

Son virus pequefios, con un tamafio aproximado del virién de 22 x 38 nm, una capside proteica
sin envoltura y el genoma (monopartita o bipartita) de 2,5 a 5,2 kb. Se replican por circulo
rodante (RCR) y por replicacion dependiente de la recombinacién; no codifican ADN
polimerasa, por lo que dependen de factores del hospedero para llevar a cabo la infeccion.
Como se mencioné anteriormente, infectan gran diversidad de plantas (monocotiledéneas y
dicotiledéneas) de importancia econémica mundial y principalmente causan enfermedades en
las regiones tropicales y subtropicales. Los insectos del orden Hemiptera (mosca blanca,
chicharritas y pulgones) son los responsables primarios de la transmision de los geminivirus
(Zerbini et al., 2017).

1.2.1 Begomovirus

Begomovirus es el género mas extendido y diverso mundialmente; causa pérdidas agricolas
qgue van del 30 al 100% de la produccién. Son transmitidos de manera circulativa persistente
por la mosquita blanca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) y se dividen
principalmente en virus monopartitas y bipartitas del Viejo Mundo (hemisferio oriental, Europa,
Africa, Asia) y los virus bipartitas del Nuevo Mundo (hemisferio occidental). Su genoma es de
ADN y puede ser monocatenario (2.7 — 5.4 kb) o bicatenario (ADN-A y ADN-B, 2.7 kb c/u).
Algunos begomovirus presentan satélites de 1.3 a 1.4 kb) (Khan et al., 2012; Hesketh et al.,
2018).

El componente A es esencial para replicacién y encapsidacién; posee cinco marcos de lectura
abiertos (ORF): V1/AV1 en sentido del viridn codifica para la proteina de la capside (CP); los

siguientes en antisentido del virion, C1/AC1 para la proteina iniciadora de la replicacion (Rep),




CAPITULO |

C2/AC2 para la proteina activadora de la transcripcion (TrAP), C3/AC3/Ren para la proteina
potenciadora de la replicacion (REn) y C4/AC4 asociado al desarrollo de sintomas e infeccion.
El componente B es requerido para el movimiento y la produccién de sintomas; este
componente de virus bipartitas tiene dos ORF: BV1 en sentido del viribn que codifica para la
proteina nuclear de traslado (NSP) y BC1 en antisentido para la proteina de movimiento (MP).
Los begomovirus del Nuevo Mundo no poseen el gen av2, también involucrado en el
movimiento (Snehi et al., 2017; Torres-Herrera et al., 2019; ICTV, 2020. Figura 1.1).

Ambos componentes (A y B) comparten alguna similitud de secuencia (~ 200 nt) en la regién
comun (CR) dentro de la region intergénica (IR), la cual se utiliza para diferenciar entre
especies e identificar los componentes. Conforme a esto, los begomovirus se dividen en virus
del Viejo Mundo, Nuevo Mundo, sweepovirus y legumovirus. Para algunos de estos virus
(mayormente del Viejo Mundo) existe una asociacion con satélites pequefios de ADN
(alfasatélites, betasatélites y deltasatélites) (Fiallo-Olivé et al., 2020).

Begomovirus V2 AV2

LIR
CRB

bipartite
DNA-A

bipartite

DNA-B ol

(NSP)
BC1

AC3 (MP)

(REn)

SIR

c2 AC2
(TrAP) (TrAP)

Figura 1.1. Organizacion genémica de los begomovirus.

Los ORF en sentido del virién se representan con “V”, aquellos en sentido complementario o
antisentido con “C”. CR, regiones comunes (A y B); IR, region intergénica (corta-SIR, larga-LIR).
Proteinas codificadas: CP, proteina de la cubierta; Rep, proteina asociada a la replicacion; TrAP,
proteina activadora de la transcripcion; REn, proteina potenciadora de la replicacion; MP,

proteina de movimiento; NSP, proteina lanzadera nuclear (Fuente: ICTV, 2020).
1.2.2 Transmisién e infeccidén de los begomovirus

Los begomovirus son transmitidos por B. tabaci de manera persistente, circulativa y no
propagativa. El periodo de acceso de adquisicién (AAP), es el proceso desde la obtencién de

las particulas virales por el estilete hasta la translocacion de las mismas hacia el esofago, el
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intestino medio y la cAmara de filtrado del insecto (15 a 60 min). Durante el periodo de latencia
(la circulacién del virus en el cuerpo del vector) las particulas virales interactlian con proteinas
chaperonas (HSP70) y proteinas de bacterias endosimbiontes (GroEL), para atravesar el
epitelio de intestino medio hacia la hemolinfa y protegerse de la degradacién (8 h). Los virus
llegan a las glandulas salivales primarias por endocitosis para volverse a inocular en el
siguiente periodo de alimentacion (15-30 min) (Varun y Saxena, 2017; Rana et al., 2019; Fiallo-
Olivé et al., 2020; Figura 1.2).

Virus particle interact
with GroEL proteins
in heamocoel

Virion interaction with
hsp proteins in the gut
to cross the gut barrier

(" & hsp proteins \

= Endosymbiotic

_» Ingestion of

Inoculation L=

- virus through
- insect’s stylet

bacteria
o GroEL
synthesized by

bacteria
* Virus particle
== Ingestion of
virus
== |noculation of

\ virus ),

of virus
through
stylet

Plant phicem

Figura 1.2. Transmision de los begomovirus por B. tabaci.
Bacterias simbioticas de B. tabaci, bc; glandulas salivales, Sg (Fuente: Varun y Saxena, 2017).

El ciclo de vida de estos virus se desarrolla por replicacion de circulo rodante (RCR) y
replicacién dependiente de la recombinacion. Para llevarlo a cabo, el virus requiere proteinas
propias, asi como proteinas y factores celulares del hospedero. La infeccibn comienza en las
células del floema con la liberacién del material genético (ssDNA) en el citoplasma, su
movimiento al nlcleo y la sintesis del dsDNA, quien se replica y empaqueta en las histonas del
hospedero. La RNA polimerasa Il del hospedero se utiliza para transcribir los genes virales. La
proteina Rep se une a la secuencia de origen en la region CR, corta el ADN y se asocia con
factores del hospedero. Ren aumenta la replicacion viral e interactiia con Rep (Figura 1.3).
TrAP es responsable de la patogenicidad y suprime el silenciamiento génico (transcripcional y
postranscripcional). La proteina CP es esencial para la especificidad del vector, la importacion
nuclear y el desarrollo de sintomas. La proteina NSP se encarga de la importacion nuclear (por
medio de la union del ssDNA) y la MP se requiere para la propagacion viral (Hanley-Bowdoin et
al., 2013; Pradhan et al., 2017; Beam y Ascencio-Ibafiez, 2020).
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Ambas proteinas son indispensables para que se realice la infeccidon sistémica y al interactuar
entre ellas contribuyen al movimiento inter e intracelular del ADN viral. De acuerdo a Martins y
colaboradores (2020), ahora se sabe que la proteina NSP transloca de forma
nucleocitoplasmatica al ADN viral a través de los poros nucleares, en tanto que la proteina MP

lo hace de célula a célula a través de los plasmodesmos.
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Figura 1.3. Ciclo de vida de los begomovirus

A) Pasos de la replicacion viral. Iniciacion: Reconocimiento de Rep con los iterones de CR y
asociacion de Ren. Unién de proteinas a la secuencia de origen y formacién de la horquilla de
replicacién (TAATATTVAC; | sitio de corte). Alargamiento: Asociacién de factores del
hospedero con Rep para la RCR. Terminacion: Liberacién del ssDNA virico. B): Inoculacion del
virus a la célula vegetal por B. tabaci; liberacion del material genético viral y replicacion;
movimiento intra e intercelular para propagar la infeccion viral. Fuente: Modificado de Pradhan
etal., 2017).

1.2.3 Pepper golden mosaic virus (PepGMV)

A través de la secuenciacion de los componentes genodmicos, el rango de hospederos, los

sintomas y el tipo de transmision se han caracterizado a dos begomovirus como principales
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patégenos de chiles que se encuentran ampliamente distribuidos en México y que pueden estar
presentes en la planta de forma individual o juntos causando una infeccion mixta: el Pepper
huasteco yellow vein virus (PHYVV) y el Pepper golden mosaic virus (PepGMV) (Mejia-
Teniente et al., 2015). Este ultimo, designado primeramente como Serrano golden mosaic virus
(SGMV) y después renombrado por el ICTV (International Committee on Taxonomy of Virus),
fue el primer begomovirus descrito como patégeno de Capsicum sp después de diversos
aislamientos en Sonora, Sinaloa, Texas, Tamaulipas y Costa Rica a finales de los 80's y
principios de los 90°s, durante la epidemia de enfermedades viricas causadas por la mosquita
blanca en el suroeste de los Estados Unidos, México, el Caribe y América Central (Brown et al.,
2005).

El PepGMV se encuentra distribuido en el Continente Americano (Estados Unidos de América,
México, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Costa Rica) y es un virus bipartita del Nuevo
Mundo que codifica para seis proteinas. Las plantas hospederas reportadas son chile, tomate,
tabaco y otras solanaceas. Los sintomas tipicos inducidos por PepGMV en chile son mosaicos
amarillos, arrugamiento de la hoja y atrofia de la planta (Carrillo-Tripp et al., 2007; EPPO,
2018).

El tipo de mosaico que se produce en las plantas puede variar dependiendo la cepa del virus;
siendo asi: Mosaico dorado-clorético para la cepa PepGMV-Ser (Serrano), mosaico verde-
amarillo para la cepa PepGMV-Mo (Moteado) y mosaico leve-distorsionado para la cepa
PepGMV-D (Distorsion) (Sastry et al., 2019). Las condiciones ambientales, la variedad del
cultivo y la infeccion simultanea con otros virus también pueden alterar la sintomatologia; se ha
observado en chiles que el PepGMV es mas agresivo cuando se encuentra de forma individual
en la planta que cuando estd acompafiado del PHYVV, lo que ocasiona una reduccion de sus

sintomas (Torres- Reveles et al., 2012).
1.2.4 Manejo y control de los begomovirus

El amplio rango de hospederos y la distribucion mundial de los begomovirus, asi como, la
diversidad bioldgica, los habitos polifagos y el aumento de las poblaciones del vector, son
algunos de los factores que hacen a estos virus patdgenos serios para la agricultura. Las

interacciones coevolutivas con sus plantas hospederas y la mosquita blanca, ocasionan que su




CAPITULO |

control no sea tan simple, logrando incrementar su virulencia y la devastacion de los cultivos
(Seal et al., 2006).

Es importante conocer la biologia del vector y el patégeno para planear un manejo integrado
mas eficiente. Las estrategias fitosanitarias que se usen también dependeran de la regién y el
tipo de produccién, se recomienda como primera medida el uso de cultivares resistentes
(reproduccioén tradicional o transgénicos), tanto a begomovirus como al vector (Leke et al.,
2013; Jones, 2020).

El empleo de plantas transgénicas resistentes es Util para el manejo de los begomovirus, sin
embargo, su uso es controversial por la falta de aprobacion social. Para las especies de
Capsisum no hay cultivares resistentes disponibles comercialmente, por lo que se sugieren,
campos libres de mosquita blanca, eliminacion temprana de malezas y plantas que presenten

sintomas, monitoreo del vector y evitar el cultivo consecutivo (Rojas et al., 2018).

1.3. LA NUTRICION MINERAL

La fertilizacién surge a principios del siglo XIX como un recurso para optimizar la produccién
agricola y satisfacer las necesidades alimentarias de la poblacion. Dentro de sus objetivos se
encuentran la nutricion de las plantas y la proteccion del medio ambiente (McGrath et al.,
2014). Desde sus inicios, la fertilizaciébn ha logrado un incremento en los rendimientos de
produccién de los cultivos y cambios en la composicion bioquimica de las plantas (aumento en
el contenido de proteinas, cambios en la composicion de aminoacidos, defensa ante
patégenos, entre otros) (Burris, 1959). Sin embargo, el uso excesivo de fertilizantes
(principalmente sintéticos), ha resultado contraproducente, logrando aumentar la contaminacion
ambiental y el deterioro de los suelos (Han et al., 2015). Por eso, es importante entender las
interacciones entre los cultivos (genotipo, fisiologia, bioquimica), el ambiente en el que se
encuentran (fertilidad del suelo, recursos bibticos y abiéticos) y los nutrientes minerales;
integrando estos factores se mejoran las practicas agricolas y los estudios de nutricion vegetal
(Osvalde, 2011).

En cuanto a la nutricién mineral, se denomina asi al proceso de absorcion y asimilaciéon de los
elementos minerales que se encuentran disponibles en el ambiente para ser utilizados en los

procesos metabdlicos necesarios para el buen funcionamiento de las plantas. Los elementos

10
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minerales se clasifican segln su requerimiento (Tabla 1.1) en macronutrientes (0.2 — 4.0 %

peso seco) y micronutrientes (menos de 0.2 % peso seco) (Pandey, 2015). Se designa como

elemento mineral esencial si cumple los siguientes criterios: (a) posee un efecto positivo en el

crecimiento y reproduccion, (b) no sea reemplazable, (c) que tenga una accién directa o

indirecta en el metabolismo de las plantas. La presencia e interaccion de estos nutrientes

proporciona un desarrollo 6ptimo de las plantas y suministrarlos de forma controlada ha

permitido una buena cantidad y calidad de cosecha en los cultivos (Marschner, 1983;

Mikkelsen, 2016). Como ejemplo, Islam y colaboradores (2018), observaron un mejor desarrollo

en el crecimiento, tamafio y produccion de frutos en Capsicum sp integrando Ny P.

Tabla 1.1 Elementos minerales

Clasificacion Mineral

Nitrégeno

(N)

Fésforo

(P)

Potasio

(K)

Macronutrientes

Calcio
(Ca)

Azufre

®)

Magnesio
(Mg)

Hierro
(Fe)

Manganeso
(Mn)
Zinc

(2)

Cobre
(Cu)

Micronutrientes

Boro

(B)

Molibdeno
(Mo)

Forma

disponible

NO3
NH, *

HPO,*
H.PO,

K+
Ca2+

S0.%
M92+

FeZ+
Fe*

Mn2+
Mn3+

++

Zn

++

Cu

H3BO3

MoO4

Funcién en plantas

Crecimiento y desarrollo; principal
constituyente de proteinas, acidos
nucleicos y aminoacidos.

Almacenamiento de energia y
transporte; desarrollo de raiz, flores,
semillas y frutos; constituyente de
nucleotidos.

Activador de enzimas, sintesis de
proteinas; balance osmotico.

Funcionamiento de membranas
celulares; activador de enzimas.

Principal constituyente de coenzimas,
vitaminas y proteinas

Involucrado en la fotosintesis;
activador de enzimas; estructura del
ribosoma.

Sintesis de clorofila; metabolismo de
fotosintesis y respiracion; activador
de enzimas

Involucrado en la fotosintesis;
activador de enzimas.

Activador de enzimas; sintesis de
proteinas.

Asociado a reacciones redox,
respiracion, sintesis y estabilidad de
clorofila.

Estabilidad de la pared celular;
crecimiento de raiz; formacion de
semillas.

Involucrado en el metabolismo del
nitrégeno; constituyente de enzimas.

Sintomas de deficiencia

Atrofia; clorosis.

Atrofia; coloracién oscura a
azul verdosa en hojas viejas.

Clorosis en los bordes de las
hojas; crecimiento lento.

Color marrén en puntas de
raices en crecimiento;
plegamiento entre hojas.

Clorosis en hojas jovenes;
retraso en crecimiento y
madurez.

Clorosis en hojas viejas;
tejido amarillo, bronce o rojo
entre las venas.

Clorosis en venas de hojas
jovenes; coloracion blanca
en hojas nuevas.

Clorosis en tejidos jovenes

Clorosis basal en hojas
jovenes.

Crecimiento reducido;
distorsion de hojas jovenes.

Retraso en el crecimiento;
engrosamientos de hojas.

Clorosis en hojas viejas;
enrollamiento y necrosis en
el margen de las hojas;
atrofia.

11
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Cloro - Involucrado en el balance osmotico y Clorosis en hojas jovenes;
Cl . - oo
(Ch la fotosintesis. marchitamiento de la planta.
Niguel Ni%* Constituyente de enzimas Necrosis en hojas

(Ni)
Fuente: (Miller, 2014; Silva y Uchida, 2000; Vatansever et al., 2017).

1.3.1 Nutricién Nitrogenada

El nitrégeno (N) es uno de los elementos mas absorbidos por las plantas (de forma natural) y el
mas utilizado para fertilizar en las practicas agricolas. Es responsable del desarrollo del area
foliar (nimero y tamafio de hojas) y es el principal componente de aminoacidos, proteinas y
acidos nucleicos; ademas, interviene en la promocion de la fotosintesis (Torres-Olivar et al.,
2014).

Se encuentra disponible en el suelo por medio de diversas fuentes: a) principalmente nitrégeno
molecular de la atmésfera (fijado biolégicamente por microorganismos), b) combinado como
materia organica y mineral, y ¢) administrado externamente a través de fertilizantes para la

implementacién de cultivos (Stevenson y Stevenson, 1982).

La variacién en la disposicion del nitrdgeno en el suelo esta relacionada a factores bidticos
(microorganismos) y abidticos (la temperatura, el pH y los microorganismos presentes); estos
pueden convertir el nitrégeno inorganico en nitrégeno organico (inmovilizacién) y el nitrégeno
organico en inorganico (mineralizacion). La pérdida de este mineral en los suelos ocurre
mayormente por procesos como la lixiviacion, la desnitrificacién, la volatilizacion y la remocion

de cultivos (Mosaic Crop Nutrition, 2020.).

En su forma inorganica se encuentra principalmente como nitrato (NO3) y amonio (NH;"). En
promedio la concentracion en los suelos varia de 2-5 mM y de 20-200 pM. Su captacion,
translocacion, asimilacion y movilizaciobn se rige por mudltiples interacciones de factores
genéticos y ambientales. EI NO3 se reduce primero a nitrito (NO,) por la nitrato reductasa (NR)
en el citoplasma y después a NH," por la nitrito reductasa (NiR) en plastidos y la via glutamina
sintetasa/glutamina-2 oxoglutarato aminotransferasa (GS / GOGAT) en plastidos y citoplasma
(Owen y Jones, 2001; Xu et al., 2012, Figura 1.4).

El sistema de transporte para NOs y NH," se divide en sistema de baja afinidad (LATS) y

sistema de alta afinidad (HATS). El NO3™ es captado por dos familias de transportadores; NPF

12
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(NITRATE TRANSPORTER 1 / PEPTIDE TRANSPORTER) y NRT2. El NH," es transportado
por la superfamilia AMT / MEP / Rh (AMT). La actividad de LAST y HAST depende del
suministro de nitrdgeno y el gradiente electroquimico, pudiendo actuar algunos transportadores
con doble afinidad (Fan et al., 2017; Kiba y Krapp, 2016).

El N es incorporado al metabolismo de los aminoacidos durante la transaminacién y re-
asimilacion. Las enzimas GS / GOGAT sintetizan aminoéacidos a partir de glutamina (L-GlIn) y
glutamato (L-Glu), el cual es desaminado por la glutamato dehidrogenasa (GDH) para liberar
NH,". La asimilacién del N también esta relacionada con el metabolismo del carbono, ya que se
requieren esqueletos carbonados para la produccion de amino&cidos y proteinas necesarios
para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Carlsson et al., 2017). El metabolismo de
aminodacidos, azucares, recirculacion de nutrientes y transportadores de nitrato hacen posible la
movilizacién del nitrégeno. Por ejemplo, durante la senescencia se recicla el N para el

desarrollo de hojas nuevas, flores y frutos (Bieker y Zentgraf, 2013).

13
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Figura 1. 4. Captacién, translocacion, asimilacion y movilizacion del Nitrégeno.
Fuente: Xu et al., 2012

Una relacion Optima de este mineral satisface las necesidades de nutricién y produccién, su
déficit retrasa el crecimiento y genera clorosis en hojas (inferiores y viejas); por el contrario, un
exceso causa una coloracién verde intensa y plantas altas con tallos débiles, por la
acumulacion del mineral. El exceso de NH," causa toxicidad exponiendo lesiones en tallos,
raices y margenes de la hojas (Mccauley et al., 2011). Si hablamos de efectos negativos por
excedentes de nitrégeno, se reconoce que el 60% de la contaminacion mundial por nitrato se
debe a la agricultura; por tanto, es indispensable encontrar soluciones que mitiguen esta

problematica (Shukla y Saxena, 2019).
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1.4 SISTEMAS DE DEFENSA EN PLANTAS

El sistema de defensa de las plantas presenta dos tipos de mecanismos: formacion de barreras
mecéanicas y metabolitos de defensa (Schumann et al., 2010). La respuesta inmune basal de
las plantas se llama Inmunidad Activada por PAMP (PTI) y comienza con el reconocimiento de
los Patrones Moleculares Asociados a Patdégenos/Microbios (PAMP/MAMP). Para bloquear
esta defensa, los patdgenos activan proteinas efectoras que modulan la inmunidad y permiten
la infeccion (Bolton, 2009). Esta interaccion se observa como una batalla coevolutiva entre las
plantas por defenderse, las cuales activan los Receptores de Reconocimiento de Patrones
(PRR), dando inicio a diversos eventos de sefializacién. Los patégenos adquirieron moléculas
qgue suprimen la PTl y promueven su virulencia, resultando una Susceptibilidad Activada por el
Efector (ETS). A la par, las plantas adquirieron proteinas de Resistencia (R) que reconocen a
estos efectores y emiten como consecuencia una respuesta inmune secundaria llamada
Inmunidad Activada por el Efector (ETI) (Pieterse et al., 2009, Figura 1.5).

a b +-
PAMP-triggered Effector-triggered Effector-triggered
immunity susceptibility immunity

PAMP PAMP

("M‘i%
+* x- lb

Cellular <
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Figura 1.5. Sistema de defensa en las plantas.

Respuesta inmune basal: a) Inmunidad Activada por Patrones Moleculares Asociados a

Patégenos (PAMP), b) Susceptibilidad Activada por el Efector (ETS) y ¢) Inmunidad Activada por
el

Efector (ETI). Fuente: Pieterse et al., 2009.

Después del reconocimiento del patégeno, comienza una reaccion en cascada de sefalizacion
en la planta para activar las vias de resistencia sistémica que iniciaran la expresion de los

genes de defensa. La Resistencia Sistémica Inducida (ISR) se encuentra mediada por Etileno
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(ET) y Acido Jasmonico (JA) y la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) comienza con la
produccion del Acido Salicilico (SA) e induce la activacion de las proteinas reguladoras NPR1,

gue coactivaran las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Samaniego et al., 2017).

Las dos vias de resistencia sistémica intervienen en la defensa ante virus; sin embargo, la via
de ISR se asocia en la defensa contra patdégenos necrotréficos y organismos herbivoros (para
infecciones virales podria afectar positiva y negativamente a las plantas), mientras que la
respuesta mediada por SAR suele ser negativa ante patdgenos viricos restringiendo la
infeccion (Ghosh y Chakraborty, 2021). Ademas, es reconocida por su estabilidad, eficiencia a
largo plazo (transgeneracional) y por controlar un amplio rango de patégenos biotroficos y
hemibiotréficos. La respuesta de SAR inicia con la generacion de sefiales en las primeras hojas
infectadas y su movimiento a través de moléculas sefial hacia tejidos distantes libres de
patégenos (Adam et al., 2018).

Durante el inicio de la infeccion virica ocurre un cambio en el potencial redox de las plantas
(inducido por acumulacién de SA) y se rompen los puentes disulfuro de la proteina NPR1 (que
en condiciones basales permanece en el citoplasma como un oligdbmero); la proteina se
traslada al nucleo en forma monomérica y ahi interactia con el factor de transcripcion TGA
para promover la expresiéon de genes PR (Backer et al., 2019; Wang et al.,, 2018). Las
proteinas PR actualmente se clasifican en 17 familias segun sus propiedades y funciones
(Ebrahim et al., 2012).

JUSTIFICACION

Se han utilizado diferentes estrategias de control quimico, biol6gico y genético para el manejo
de begomovirus; no obstante, estas estrategias presentan algunas desventajas. Como parte del

manejo cultural, la nutricion nitrogenada es una herramienta de control agricola estudiada para
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inducir tolerancia al ataque de patdgenos. Existen estudios acerca de los efectos contrastantes
del nitrato y el amonio sobre la respuesta de defensa de las plantas a hongos y bacterias, pero
no en virus; por tanto, este trabajo tiene como objetivo establecer el efecto de la relacién
nitrato/amonio en respuesta a la infeccion por el Pepper golden mosaic virus (PepGMV) en

plantas de chile habanero.

HIPOTESIS

Las plantas de Capsicum chinense var. Jaguar fertilizadas con mayores concentraciones de
nitrato induciran tolerancia hacia el PepGMV.

OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto de la relacion nitrato/amonio en la respuesta de plantas de chile habanero

al Pepper golden mosaic virus (PepGMV).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el crecimiento y desarrollo de Capsicum chinense var. Jaguar expuestas a diferentes

concentraciones de nitrégeno y relaciones de nitrato/amonio.

Determinar la infeccion del PepGMV en plantas de Capsicum chinense var. Jaguar expuestas a

diferentes concentraciones de nitrdgeno y relaciones de nitrato/amonio.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Sol. Hoagland en
hidroponia

Inoculacion

resguardo de
material vegetal

OBTENCION DE TRATAMIENTOS INOCULACION CURSO EVALUACION ANALISIS
MATERIAL DE NITROGENO CON PepGMV TEMPORAL DE DEL MOLECULARES
VEGETAL (BIOBALISTICA) LA INFECCION CRECIMIENTO

(HIDROPONIA) VEGETAL
Siembra en Nitrégeno Total Obtencion de 0 md|, 7 dd|, 14 - pH Evaluacion de
vermiculita clonas infectivas ddiy 21 ddi infeccion (PCR)

(125 mM y 5 -CE
mM) - Volumen
] ] 11
Crecimiento con Colectay 0

Peso fresco
aéreo y radical,
altura del tallo y
nimero de hojas

Se germinaron semillas de C.chinense var. Jaguar; posteriormente se realizé un tratamiento

inicial en hidroponia con solucion nutritiva Hoagland durante 2 semanas. Seguido, se les

proporciond a las plantas durante 1 mes los tratamientos nitrogenados con diferentes

concentraciones de nitrato (NO3) y amonio (NH,"). Después de este tiempo, las plantas se

inocularon con el PepGMV y se realizé un curso temporal de la infeccién durante 21 dias. Las

plantas que se evaluaron tenian 3-4 pares de hojas verdaderas y 2 meses de edad.
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CAPITULO Il

“CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE Capsicum chinense VAR. JAGUAR EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NITROGENO Y RELACIONES DE
NITRATO/AMONIO”

2.1 INTRODUCCION

El uso de la nutricion nitrogenada favorece el rendimiento de los cultivos; el empleo del nitrato y
el amonio como fertilizantes inorganicos ha logrado aumentar la productividad agricola.
Ademas se ha propuesto su papel como moléculas sefial involucradas en distintas vias

fisiolégicas de las plantas (Gojon, 2017).

Los factores fisiol6gicos de las plantas pueden variar segun el cultivar y la forma de la fuente
nitrogenada. La fuente de nitrégeno puede suministrarse por si sola (nitrato o0 amonio) o en una
nutricion combinada, la cual se ha observado proporciona mejor crecimiento, desarrollo y
rendimientos en la produccion (Carlisle et al., 2012). El uso de amonio como fuente Unica es
contradictorio, aunque algunos cultivos como el arroz o el té pueden preferirlo; en
concentraciones elevadas, la acumulacion de amonio en los tejidos vegetales resulta toxico y

reduce el tamafio y biomasa de la planta (Jian et al., 2018).

La reaccion de la planta ante estas dos formas puede ser comin y a la vez diferente; la
disponibilidad en la que se encuentren regulara la fluctuacion de nutrientes, las respuestas a
estrés y la arquitectura en las raices (Ravazzolo et al., 2020). Eid y colaboradores (2020),
refieren que al usar el nitrato en cultivos de papa el crecimiento de brotes y tubérculos fue

eficiente y después de este proceso las plantas preferian el amonio.

Un estudio realizado por Alejo-Santiago y colaboradores (2015), menciona que la biomasa en
Capsicum chinense incrementa cuando se administra mayor concentraciébn de nitrogeno,
especialmente en forma de nitrato. Por su parte, Houdusse y otros (2007) sefialan que la
nutricién nitrogenada mixta es mas eficiente en Capsicum annuum. Estas observaciones
sugieren que para Capsicum sp., la informacién acerca de los requerimientos nutricionales no
es clara, pero se considera que para mejorar la produccién con nutricion nitrogenada influyen
factores como la variedad del cultivo, el ambiente, el sistema de cultivo, entre otras (Salazar-

Jara y Juarez-Lopez 2013).
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Area de estudio

El trabajo se realiz6 en los laboratorios BBMP 07, USF10 y en el cuarto de crecimiento BBMP
35 de la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas (UBBMP) pertenecientes al
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY).

2.2.2 Material vegetal

Se desinfectaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacqg.) var. Jaguar con etanol
al 80% (v/v) y cloro diluido al 30% (v/v, CLORALEX®); se sometieron a imbibicién con agua
destilada estéril durante 24-72 h a 4°C en oscuridad (Celis-Aramburo et al., 2011).
Posteriormente se sembraron en contenedores plasticos (500 ml) con vermiculita exfoliada

estéril (AgroliTA® Accimin, S.A. de C.V.) a una profundidad aproximada de 1 cm.

Después de la germinacion, se regaron cada siete dias durante dos semanas con solucion
nutritiva base Hoagland (1/5 de fuerza iénica (l) y pH 6.8) que contenia los micronutrientes: 50
UM CaCl,, 12.5 uM H3BO3, 1 pM MnSOy, 1 uM ZnSO,, 0.5 pM CuSO,, 0.1 pM (NH4)6M0O,,,
0.1 puM NiCl, 10 uM Fe-EDTA vy los macronutrientes: 1.2 mM KNO3, 0.8 mM Ca(NOs3),, 0.2 mM
KH,PO,, 0.2 mM MgSO, (Ruiz-Lau et al., 2016, modificada). Comenzando la tercera semana,
se removieron de la vermiculita y se transfirieron a hidroponia en contendores plasticos con
solucion de Hoagland (14 dias). Los primeros 4 dias se mantuvieron en solucién Hoagland
completa, el dia 5 y el dia 12 se cambi6 la solucion, suprimiendo las fuentes de N de los
macronutrientes (se retiré el Ca (NO3), y se sustituyd el KNO3; por KCl a 1 mM). Al dia 14 las

plantas se cambiaron a frascos individuales para comenzar los tratamientos de N.

Durante todo el experimento, desde la germinacion hasta el curso temporal de la infeccion se
mantuvo el material vegetal en un cuarto de crecimiento a una temperatura de 25 + 2°C y con
un fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad con iluminacion artificial (intensidad promedio de 398
uM/m?/s).

2.2.3 Tratamientos de nitr6geno
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Se transfirieron las plantas a vasos de vidrio individuales cubiertos con aluminio y se usaron
100 ml de las soluciones de nitrégeno durante un mes (las soluciones se cambiaron cada 4-5
dias). Se evaluaron dos concentraciones de nitrégeno: 1.25 mM y 5 mM, cada una con tres
relaciones de NO5; : NH," (100, 80:20 y 50:50, respectivamente); las mezclas se prepararon
modificando los macronutrientes de la solucién Hoagland descrita anteriormente. En todos los
tratamientos se igual6 la concentracion de K (3.2 mM) y Ca (1 mM). Los tratamientos de 5 mM
se designaron como T1 y los tratamientos de 1.25 mM como T2. Las relaciones de NO3 : NH,"
estan sefialadas con base al primero (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Tratamientos de Nitrogeno usados en plantas de C.chinense en condiciones

controladas de crecimiento.

i i . Concentracién de Macronutrientes (mM)
) [N Total] NO;’: NO;™: NH,4
Tratamientos .

mM NH,4 (m M) KH2P04 MgSO4 KNO3 Ca (NO3)2 NH4N03 KCI CaClz
T1:N100 5 100:0 5:0 0.2 0.2 3 1 - - -
T1:N80 5 80:20 4:1 0.2 0.2 3 - 1 - 1
T1:N50 5 50:50 2525 0.2 0.2 - - 25 3 1
T2:N100 1.25 100:0 1.25:.0 0.2 0.2 0.75 0.25 - 225 | 0.75
T2:N80 1.25 80:20 1:0.25 0.2 0.2 0.75 - 0.25 2.25 1
T2:N50 1.25 50:50 0.625:0.625 0.2 0.2 - - 0.625 3 1

2.2.4 Andlisis fisiolégicos

Para saber si la concentracion de nitrégeno y la forma inorganica de suministro influye en el
crecimiento y desarrollo de las plantas se realizaron dos evaluaciones. En la primera
evaluacion se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas pH y C.E. (Conductividad
Eléctrica) de los medios nutritivos (tratamientos); asi como la soluciéon remanente durante un
curso temporal desde el primer dia de administracion de los tratamientos (nominado como
tiempo 0, TO) hasta la tercera semana después de suministrarlos a las plantas. Esto con el
objetivo de conocer si existe diferencia entre los medios. Los valores de pH y C.E se tomaron
con medidores de bolsillo HANNA® (HI9812/H198312) y el valor del volumen residual es la

solucion remanente (ml) que se encontré en el frasco.

La segunda evaluacion inicié un mes después del suministro de los tratamientos con un curso

temporal de 0,7,14 y 21 dias; el tiempo 0 (TO) corresponde al primer dia de muestreo después
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de 4 semanas de administracion de los medios. Se midieron los siguientes pardmetros: Peso

fresco aéreo, altura del tallo y peso fresco radical.
2.2.5 Andlisis de datos

Para la evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas pH, C.E y la solucion remanente, se
seleccionaron diez plantas al azar por tratamiento de nitrégeno; y para las mediciones de peso
fresco aéreo, altura del tallo y peso fresco radical se seleccionaron cinco plantas por
tratamiento de nitrégeno, se tomaron en cuenta plantas que visiblemente no estén dafiadas y
se observen similares en el crecimiento (estas mismas plantas se usaron para el experimento

descrito en el Capitulo Il1).

Los datos fueron evaluados con una prueba estadistica de Kruskal-Wallis (nivel de significancia
de 0.05) usando el Software InfoStat® ver. 2020 y graficados con SigmaPlot® ver.11.0.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Evaluacién de las caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos

nitrogenados

En todas las caracteristicas fisico-quimicas (pH, C.E y volumen residual) se encontré una
diferencia significativa con valor de p<0.0001. El TO (Tiempo 0) fue el dia de la administracion

de los medios nutritivos (tratamientos).

Tabla 2.2. Medicién del curso temporal de las caracteristicas fisico-quimicas de los tratamientos
nitrogenados.
TO: Tiempo cero (valor inicial); T1: 5 mM, T2: 1.25 mM; 100, 80 y 50 se refiere a la relacién de NO3- :

NH4+.
Variab]es_ fisico- Tratamiento TO Semana 1 Semana 2 Semana 3
quimicas

T1:N100 6.55 etgn 7.61; 7.74; 7.76
T1:N80 6.58 fgn 6.08 gerg 5.73 ger 4.73 e
T1:N50 6.48 gerg 4.20 apnc 3.77 & 3.16 &

PH T2:N100 6.64 gni 6.85 i 6.54 ¢gn 6.26 ger
T2:N80 6.58 4n 4.95 g 4.91 apeq 5.12 cge
T2:N50 6.59 tghi 4.23 anc 4.18 apc 417 apc
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T1:N100 0.88 ergn 0.76 cerg 0.51 cger 0.36 abe
T1:N80 0.99 gii 0.80 cergn 0.47 cae 0.41 beg
CE T1:N50 122, 131, 1.50, 1.10 gy
(mS) T2:N100 0.28 abe 0.11 a 0.05 ., 0.06
T2:N80 0.48 cae 0.41 pog 0.26 abe 0.32 abe
T2:N50 0.92 g 1.04 g 0.88 ergn 110
T1:N100 100 61.24 cae 45.70 abea 27.50 5
T1:N80 100 63.14 ¢ 36.90 asc 24.80 5
T1:N50 100 53.72 abea 41.90 37.00 a
Volumen residual
ml) T2:N100 100 60.16 boge 61.90 ¢ 64.70 ¢
T2:N80 100 59.23 noge 60.40 poge
T2:N50 100 67.96 . 67.80 . 69.40

El promedio inicial de pH para todos los tratamientos fue de 6.5. La relacion de NO3 al 100%
presenté el pH mas alcalino y la relacién 50:50% de NO; : NH," el mas acido. Para el
tratamiento de 5 mM de nitrogeno (T1), se observé una alcalosis consecutiva hasta la tercera
semana en el medio nutritivo con la relaciébn de NO3 al 100%, diferente a las relaciones de
80:20% y 50:50% de NO; : NH," donde se observé acidosis (Tabla 2.2).

El tratamiento de 1.25 mM de nitrégeno (T2) presentd variaciones en la relacion de NOj™ al
100%:; la semana 1 aumenté el valor de pH, pero las siguientes semanas baj6. Contrario a la
relacién 80:20% de NO5 : NH," donde los valores bajaron la primer y segunda semana y en la
Gltima semana subieron. Para la relacién 50:50% se presentd acidosis desde la semana 1

hasta la semana 3.

Respecto a la Conductividad Eléctrica (C.E.), fue menor en la relacién de NO3 al 100% y mayor
en la relacion 50:50% de NOj : NH,". El tratamiento de nitrégeno a 5 mM (T1) disminuyé su
C.E. en las relaciones de 100% de NOj; y 80:20 % de NOj : NH," y varié en la relacion de
50:50%. Las relaciones NO3 : NH," en el tratamiento de nitrégeno a 1.25 mM (T2) variaron, con

excepcion del NO3z al 100% que disminuyd consecutivamente durante las tres semanas.

Como se mencioné anteriormente, el volumen residual es la cantidad (ml) de solucion
remanente que se encontré en el frasco antes de hacer el cambio de medio. Se usaron 100 ml
de solucién inicial (TO) para cada planta. Todas las relaciones de NOs : NH," del tratamiento de

nitrogeno de 5 mM (T1) disminuyeron el volumen de solucion durante las tres semanas,
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opuesto al tratamiento de nitrogeno de 1.25 mM en el cual todas sus relaciones de NO3 : NH,"
aumentaron el volumen de solucién residual de la semana 1 a la semana 3. Las relaciones de
50:50% en ambos tratamientos de nitrégeno presentaron mayor volumen remanente de

solucién al final del curso temporal.

2.3.2 Crecimiento y desarrollo de Capsicum chinense var. Jaguar expuestas a

diferentes concentraciones de nitrégeno y relaciones de nitrato/amonio

En relacion al crecimiento y desarrollo de las plantas, se observaron las diferencias del

crecimiento durante el curso temporal comparando los tratamientos por dia de colecta.

Para la variable de peso fresco aéreo existi6 diferencia significativa entre los tratamientos
durante todo el curso temporal: p 0.0001 dia cero, p 0.0002 dia siete, p 0.0001 dia catorce y
p<0.0001 al dia veintiuno. En cada tratamiento de concentracion total de nitrégeno (1.25 mMy
5 mM), las relaciones de NOs : NH," fueron iguales estadisticamente en todos los tiempos
(Figura 2.1, A). La concentracion de 5 mM presento los valores mas altos y el tratamiento T1:80
tuvo mayor peso fresco aéreo; diferente a la concentracion de 1.25 mM que presento valores
bajos. Para esta concentracion, la relacién de 80:20 % de NO; : NH," 80 fue la de menor peso
el dia veintiuno. Los tratamientos T1:50, T2:100, T2:50 en el dia cero y veintiuno; T1:50,
T2:100, T2:80 en el dia siete; T1:100, T1:50 y T2:50 en el dia catorce fueron iguales.

La altura del tallo fue diferente significativamente en todos los tiempos: dia cero (p 0.0001), dia
siete (p 0.0001), dia catorce (p 0.0001) y dia veintiuno (p 0.0001). A partir del dia siete hasta el
veintiuno las plantas sometidas a la concentracién de nitrégeno de 5 mM presentaron mayor

altura del tallo comparadas con las plantas sometidas a 1.25 mM (Figura 2.1, B).

En orden descendente de la altura del tallo en el dia cero, los tratamientos iguales
estadisticamente fueron: T1:100 y T1:80, seguidos por los tratamientos T1:50 y T2:100; por
Gltimo, T2:80 y T2:50 con los valores mas bajos. Para el dia siete y catorce, T1:100, T1:50 y
T2:100 fueron iguales significativamente, siendo este Ultimo el de menor altura entre ellos; sin
embargo, T2:80 y T2:50 tuvieron la menor altura de las dos concentraciones de nitrodgeno,
mientras que T1:80 fue el de mayor altura. Al dia veintiuno, se observa en la gréfica como los
valores de la altura del tallo van de mayor a menor de acuerdo a los tratamientos; T1:100 y
T1:80 presentaron igualdad estadistica, asi como T1:50, T2:100 y T2:80, siendo el segundo el

de mayor valor; y el tratamiento T2:50 fue el de menor altura.
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Figura 2.1. Efecto del crecimiento de C.chinense en diferentes concentraciones de nitrogeno.
Parametros fisiologicos evaluados en un curso temporal de 21 dias: A) Peso fresco aéreo (g), B) Altura
del tallo (cm) y C) Peso freso radical (g). T1: 5mM, T2: 1.25 mM. 100, 80 y 50 se refiere a la relacion de
NO3- : NH4+.

En cuanto al peso fresco radical, también existio diferencia significativa durante el curso
temporal de este experimento. Siendo los valores para el dia cero, siete, catorce y veintiuno los
siguientes: p 0.0004, p<0.0001, p 0. 0002 y p 0.0001, respectivamente.

Los tratamientos T1:100 y T1:80 demostraron los valores més altos estadisticamente durante
los dias cero, siete y catorce. Para el dia veintiuno, las raices de las plantas sometidas al
tratamiento de 5 mM de nitr6geno presentaron los valores de mayor peso, y los tratamientos de
1.25 mM fueron de menor valor (Figura 2.1, C).
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Durante el curso temporal (excepto el dia veintiuno), los valores de T1:50, T2:80, T2:100 y
T2:50 en el dia cero; T2:80 y T2:50 en el dia siete; T1:50, T2:80 y T2:50 en el dia catorce
fueron iguales estadisticamente con los valores mas bajos de peso fresco radical. Entre todos
ellos, el tratamiento T2:50 obtuvo el menor valor. Se puede apreciar en la Figura 2.2 que las
raices de las plantas con amonio al 50% lucen amarillas y menos desarrolladas que aquellas

con amonio al 20%.

100 % 80 % NO," 50 % NO,"
NO,- 20 % NH,* 50 % NH,*

Figura 2.2. Raices de C.chinense en diferentes concentraciones de Nitrogeno a los 14 dias.

Al comparar las dos concentraciones de nitrégeno, se observa la diferencia que se produjo en
el crecimiento de las plantas. Las que se sometieron a 5 mM tuvieron hojas méas grandes y
robustas que las sometidas a la concentracion de 1.25 mM; también se puede ver diferencia en

la altura del tallo y la formacion de raices (Figura 2.3).

Después de las evaluaciones realizadas con el sistema de hidroponia, se observé que con las
concentraciones de nitrégeno que administramos, las plantas de C.chinense var. Jaguar

presentaron mayor crecimiento y desarrollo bajo un régimen nutricional con 5 mM de nitrégeno.
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T1:100 T2:100 T1:80 T2:80 T1:50 T2:50

Figura 2.3. Plantas de C.chinense en diferentes concentraciones de Nitrdgeno a los 14 dias.
Tratamientos de concentracion de Nitrogeno y relaciones NO3- : NH4+. A: 100 % NO3-; B: 80:20 % NO3"
: NH4+; C: 50:50% NO3- : NH4+. T1: 5mM, T2: 1.25 mM. 100, 80 y 50 se refiere a la relacion de NO3- :
NH4+.

2.4 DISCUSION

En el transcurso de los afios se ha observado que la concentracién y la forma de administrar el
nitrégeno ha sido responsable de los cambios y fluctuaciones en el crecimiento y desarrollo de

las plantas.

La absorcién de amonio acidifica el medio por la liberaciéon de protones que ocurre, mientras
que la absorcién de nitrato lo alcaliniza por la liberacién de hidroxilos (Bloom et al., 2002). Esto
también se observé durante nuestro experimento en los medios nutritivos evaluados al
presentar la relacion de NO5 al 100% el pH mas alcalino y la relacion 50:50% de NO5 : NH," el
pH mas acido; esto ocurre por el intercambio i6nico entre las plantas y los nutrientes del medio

exterior.

Un estudio de Tadesse y Nichols (2003) en Capsicum annuum concluyé que en una solucion
nutritiva con C.E. elevada se reduce el consumo de agua por planta y la produccién de materia
seca. Aunque en nuestro experimento no se evalué la materia seca ni la absorcion de
nutrientes, se observd mayor volumen residual de la solucion cuando aument6 la C.E.,

especialmente en aquellos tratamientos que contenian mayor concentracion de amonio. Esto
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puede sugerir una reduccion en el consumo de la solucion. Guo y colaboradores (2007)
sugieren que el amonio influye desfavorablemente en la absorcion de otros cationes y la

regulacién osmatica de la planta, generando este efecto negativo en la absorcion de agua.

Por su parte, Boudsocq y otros (2012) mencionan que la flexibilidad e interaccion en la
absorcion del nitrogeno y sus formas inorganicas por las plantas esta relacionado a diversos
factores, entre ellos, la especie y la variedad vegetal, la disponibilidad del mineral en el medio,
el ambiente (pH, temperatura) y los microorganismos presentes (entre otros).

Tanto la concentracién de nitrégeno, como la relacién de NO3s : NH;" que se administra a las
plantas influye en su crecimiento y desarrollo. En nuestro estudio, se observd que la parte
aérea de las plantas de C.chinense var. Jaguar aumentaron su peso y tamafio con la
concentracion de nitrégeno a 5 mM y con la relacion de NOs : NH," en 80:20. Estos resultados
son similares a los obtenidos por Xu y colaboradores (2001) con plantas de Capsicum
annuum, quienes concluyeron que usando entre 6-9 mM de nitrégeno con relaciones mixtas de
NO; : NH4" entre 70:30 y 85:15%, son concentraciones admisibles para el crecimiento de esta
especie. Por su parte, Houdusse y otros (2008) utilizaron una concentracién de nitrégeno a 8.5
mM en Capsicum annuum Yy sefalaron que con NO; al 100% fue mayor el tamafio de las
plantas, al administrar NH," al 100% el tamafio fue menor y que al usar una dosis mixta al
50:50% se logré aminorar la reduccién del crecimiento aéreo de las plantas que cuando sélo se
administr6 amonio. En nuestro estudio, los valores mas bajos que obtuvimos de la parte aérea
vegetal estuvieron relacionados con la dosis mixta de NO;z : NH," al 50:50%, no evaluamos

dosis de sdlo amonio.

Referente a la parte radical, evaluamos en C.chinense un mejor crecimiento en las raices
sometidas a una nutriciéon con NO5™ al 100% y NOs : NH," al 80:20%, por su parte; Zhang y
colaboradores (2019) observaron en Capsicum annuum un mejor desarrollo radical bajo una

nutricion combinada de NO3 : NH,".

Un estudio realizado con C.chinense evidencié un mejor rendimiento con una relacion de NOg:
NH," al 90:10% que bajo una nutricién sélo con NOs (Tucuch-Haas et al., 2012). Tomando en
cuenta lo anterior y a pesar que no evaluamos rendimiento, podemos mencionar que en
nuestras evaluaciones con C.chinense se observé un buen crecimiento y desarrollo de hojas,

tallos y raices con una nutricion combinada. Aunque no se observaron dafios de toxicidad
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severa en las plantas, se pudo observar una ligera clorosis y efectos negativos en el
crecimiento de las plantas sometidas a concentraciones arriba y debajo de 1 mM de amonio.
En el trabajo de Ravazzolo y colaboradores (2020), esta concentracion de amonio en maiz
redujo la biomasa de las plantas, incluso en las plantas testigo sin nitrégeno. Guo y otros
(2019), reportan en plantas de trigo una disminucion de la biomasa al administrar amonio y lo
establecen como una especie con baja tolerancia al amonio. En el caso del chile, hasta ahora

no se registra como una especie intolerante al amonio.

2.5 CONCLUSION

Después de la administracion de la nutricion nitrogenada por medio de hidroponia durante 3
semanas, la evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de los medios nutritivos se
determiné que el pH mas alcalino lo presentaron las soluciones con relaciones de NOs™ al 100%
y los tratamientos mas acidos fueron aquellos con relaciones de NO5 : NH," al 50:50%. Esto
puede ocurrir por el intercambio idnico producido por la captacién de los minerales por medio

de las raices.

La C.E. fue menor en las relaciones de NO3 al 100% y mayor en las relaciones de 50:50%. Los
tratamientos de nitrégeno a 5 mM disminuyeron su C.E. durante el curso temporal en las
relaciones donde habia mas concentracién de NO5. Para la concentracion de 1.25 mM de
nitrégeno, sélo la relacion de NOs; al 100% disminuyé consecutivamente durante las tres

semanas; las otras relaciones fluctuaron durante el transcurso de las semanas.

El volumen residual fue menor durante todo el curso temporal en todas las soluciones con 5
mM de nitrégeno, opuesto a los medios nutritivos que contenian 1.25 mM de nitrégeno. Al final
de los 21 dias de temporalidad, las relaciones de NO5; : NH," al 50:50% presentaron mayor

volumen remanente de solucion.

Es importante sefialar que no se tomaron parametros como la concentracion de nutrientes,
biomasa, evotranspiracion, entre otros. Por lo cual, en este estudio no nos referimos a la
absorcion ni asimilacion de nutrientes pero podemos sugerir, que los tratamientos que tienen
mayor concentracion de nitrégeno y mayor concentracion de nitrato son mas “absorbidos” por

las plantas que aquellos que tienen mas amonio.
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En cuanto al crecimiento y desarrollo de las plantas, los valores mas elevados de peso fresco
aéreo, altura del tallo y peso fresco radical se observaron con los tratamientos de nitrégeno a 5
mM, siendo las plantas de 1.25 mM de nitr6geno, mas pequefias. Acerca de las relaciones NO3’
: NH,", fueron de menor valor en todos los parametros aquellas que contenian el 50% de cada
forma inorgénica de nitrogeno. Las relaciones de NO; al 100% y 80:20% no presentaron
diferencia significativa, concluyendo que para el caso de C.chinense en nuestro sistema de
estudio es mejor una nutricion combinada de NO3 : NH," en 80:20%.
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CAPITULO 1l

“RESPUESTA DE PLANTAS DE Capsicum chinense VAR. JAGUAR EXPUESTAS
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NITROGENO Y RELACIONES DE
NITRATO/AMONIO CONTRA INFECCIONES DEL PepGMV”.

3.1 INTRODUCCION

La nutricion mineral juega un rol importante en la salud de las plantas, un excedente de
nutrientes puede favorecer las condiciones necesarias para el desarrollo de una enfermedad,
mientras que la deficiencia puede no generar defensa frente a organismos nocivos (Huber et
al., 2012).

El nitr6geno esta relacionado con la resistencia de las plantas hacia organismos patégenos,
involucrando las defensas fisicas (afecta la entrada del patégeno), bioquimicas (influye sobre
proteinas, aminoacidos, hormonas, etc.) y moleculares (vias de sefializacion y resistencia
sistémica) (Figura 3.1) (Sun et al., 2020).
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Figura 3.1. Interaccidn entre la defensa de las plantas y la nutricion nitrogenada.
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Nitrogeno (N), Acido Salicilico (SA); Acido Jasménico (JA), Etileno (ETH), Oxido Nitrico
(NO), Acido pipecolico (Pip), Lisina (Lys), Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS). Fuente: Sun et al., 2020.

Mur y colaboradores (2016) sugieren de manera general que mayores concentraciones de
nitrato incrementa la resistencia a patégenos (eleva la expresion de los genes de defensa,
disminuye los azlcares y aminoacidos apoplasticos) y cuando se administra mas amonio que
nitrato ocurre lo contrario. Sin embargo, esto no puede entenderse como una regla general, la
respuesta de los patdgenos y las plantas bajo un esquema de nutricion nitrogenada implica
interacciones complejas entre diversos componentes; como el hospedero, el patdégeno y su
virulencia, asi como la concentracion y forma de nitrégeno que dispone el cultivo (Fagard et al.,
2014).

En tomate, Fernandez-Crespo y colaboradores (2015) reportan una disminucion de la infeccion
causada por Pseudomonas syringae usando 5 mM de nitrégeno en forma de amonio; mientras
gue Dingy otros (2021) informan que al usar 1 mM de nitrégeno en forma de nitrato, disminuy6
la infeccion causada por Pseudomonas syringae y por Ralstonia solanacearum.

Lecompte y colaboradores (2010) realizaron una evaluacion de distintas dosis de nitrato contra
diferentes cepas de Botrytis cinerea en plantas de tomate. Demostraron que con mayores
concentraciones de nitrégeno la lesion de la enfermedad en los tallos disminuyé en las cepas

mas virulentas, pero aumento en las cepas menos severas.

Estas interacciones también deben su complejidad a las relaciones sistema de defensa de las
planta-patégeno. La misma via de defensa puede inducir respuestas diferentes en distintas
plantas bajo el efecto del mismo tipo de patégeno; por ejemplo, la resistencia sistémica
inducida por AS favorece la defensa de tomate ante Botrytis cinerea, pero no ante Oidium
neolycopersici; de manera viceversa, el tabaco induce resistencia contra O. neolycopersici,

pero no contra B. cinerea (Achuo et al., 2004).

La concentracion de nitrdgeno interviene en la induccién o supresion de las via de sefalizacion
de defensa de las plantas, en la produccion de metabolitos de defensa y en la expresion de

virulencia de un patégeno (Farjad et al., 2021).

Con base en lo mencionado anteriormente, se observé que los estudios acerca de los efectos

contrastantes del nitrato y el amonio sobre la respuesta de defensa de las plantas son
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complejos y hasta ahora no se han reportado en virus; por tanto, el objetivo de este
experimento fue determinar la infeccion del PepGMV en plantas de Capsicum chinense var.
Jaguar expuestas a diferentes tratamientos de concentraciones de nitrogeno y relaciones de
NO3: NH4",

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal y Tratamientos de Nitrégeno

El material vegetal fue obtenido con la metodologia descrita previamente en el Capitulo Il. Las
plantas se seleccionaron tomando en cuenta, que visiblemente no estén dafiadas y se

observen similares en el crecimiento (Capitulo Il, apartado 2.2.5).

Del mismo modo, los tratamientos de nitrégeno evaluados son descritos en el Capitulo Il. Se
evaluaron dos concentraciones de nitrégeno: 1.25 mM y 5 mM, cada una con tres relaciones de
NO3- : NH4+ (100, 80:20 y 50:50, respectivamente). En todos los tratamientos se igual6 la
concentracion de K (3.2 mM) y Ca (1 mM). Los tratamientos de 5 mM se designaron como T1y
los tratamientos de 1.25 mM como T2. Las relaciones de NO3- : NH4+ estan sefialadas con

base al primero (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Tratamientos de Nitrogeno usados en plantas de C.chinense en condiciones

controladas de crecimiento.

. . R Concentracion de Macronutrientes (mM)
) [N Total] NO;": NO;3 : NH,4
Tratamientos .

mM NH, (mM) KH:PO, | MgSO, | KNO3z | Ca(NOs), | NH4NOs | KCI | CaCl,
T1:N100 5 100:0 5:0 0.2 0.2 3 1 - - -
T1:N80 5 80:20 4:1 0.2 0.2 3 - 1 - 1
T1:N50 5 50:50 2525 0.2 0.2 - - 25 3 1
T2:N100 1.25 100:0 1.25:0 0.2 0.2 0.75 0.25 - 225 | 0.75
T2:N80 1.25 80:20 1.0.25 0.2 0.2 0.75 - 0.25 2.25 1
T2:N50 1.25 50:50 0.625:0.625 0.2 0.2 - - 0.625 3 1
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3.2.2 Preparacion de clonas infectivas e inoculaciéon

Se usaron dimeros de clonas infectivas del PepGMV (PepGMV-Tam, genoma A y PepGMV-D,
genoma B) donadas por el Dr. Rafael Rivera Bustamante, del Laboratorio de Virologia Vegetal
del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.

La transformacién de los dimeros del PepGMV se realiz6 por choque térmico en células
competentes de E. coli DH5a usando el vector plasmidico pBluescript Il SK (+) y se realizaron
Minipreps con el kit de QIAprep® Spin Miniprepkit (QIAGEN ®).

La comprobaciéon molecular de las clonas infectivas antes de la inoculacion se efectiio como se

describe en la metodologia de Arroyo (2020).

Cada planta se inoculé por biobalistica con 10 pl de una suspension con microparticulas de oro
(1 um, BIO-RAD, USA) + clonas infectivas a una concentracién de 10 ug de cada componente
gendmico (A y B). La inoculacion se realizé con un disparo en el haz en el primer par de hojas
verdaderas (de los cotiledones hacia el meristemo apical), a 2 cm de distancia y 60 psi de
presion (Guenoune-Gelbart et al., 2010; modificado), a través de un dispositivo de fabricacion
artesanal adaptado a un cilindro de Helio y un portafiltros de 13 mm (SWINNEX ®) (Figura 3.2).
Los tratamientos de control consistieron en plantas bombardeadas con microparticulas de

tungsteno sin virus (Mock) y plantas sin bombardear (Control).
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Figura 3.2. Representacion del dispositivo
artesanal paralainoculacion de las plantas
por biobalistica.

3.2.3 Sintomatologia de la infeccién durante el curso temporal

Se realizé un curso temporal después de la inoculacién durante tres semanas. A los cero
minutos después de inocular (tiempo cero, mdi) y a los siete, catorce y veintiin dias después

de inocular (ddi).

Para efectuar el diagnostico de la infeccién se recolectaron hojas no inoculadas, del estrato
superior al punto de inoculacion; esto es, desde el segundo par de hojas verdaderas (hasta las
hojas nuevas del meristemo apical. Seguidamente se depositaron en nitrégeno liquido y se

conservaron a -80°C para las evaluaciones correspondientes.
3.2.4 Extraccion de ADN y deteccion molecular del PepGMV

Se obtuvo ADN gendmico total siguiendo el protocolo de Nieto y colaboradores (2005)
realizando las siguientes modificaciones: el material macerado se incubé durante 40 m a 65 °C.
Se centrifugd a 13000 rpm durante 20 m a 4°C, posteriormente se recuperd el sobrenadante
(700 pl). Después de agregar el cloroformo isoamilico se centrifugd a 13000 rpm por 20 m a
4°C. Para precipitar el ADN se agreg6 900 ul de isopropanol frio y 100 ul de acetato de sodio 3

M, 5.2 pH; se mezcld por inversion y se incubo durante 1 h a -20°C. El pellet se enjuagd dos
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veces con etanol al 70% y se resuspendid en una solucién de 50 yul RNAsa tipo A: agua
destilada estéril (1:49). Se confirmd la presencia del ADN mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y posteriormente se cuantificO a través de un espectrofotbmetro de

microvolimenes (NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific™).

La deteccién del virus se llevd a cabo por medio de una reaccion de PCR punto final. Primero
se realiz6 una PCR anidada (Tabla 3.1) para detectar Begomovirus (Tabla 3.2) usando
cebadores degenerados (para CP) AV1154/AV324 y New CoreAV/New CoreAC (Tabla 3.1).
Los productos de la reaccién se visualizaron por medio de electroforesis en un gel de agarosa
al 1% en un perfil de 100 V durante 25 m, usando como marcador molecular el HyperLadder™
1 Kb (HyperLadder 1) de Bioline.

Posteriormente (para las muestras positivas), se realiz6 una PCR punto final usando los
cebadores (Tabla 3.2) RepF y RepR; los cuales se disefiaron para el gen rep del PepGMYV en el
programa Oligo Explorer 1.2. Como control positivo se utilizé el genoma A obtenido durante el
proceso de preparacion de clonas infectivas. Los productos de la reaccion de PCR se
visualizaron por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 2% en un perfil de 90 V
durante 40 m, usando como marcador molecular el HyperLadder™ 100 pb (HyperLadder 1V) de

Bioline.

Para ambas reacciones, se utilizé un volumen total de 25 pul (20 ng/ul de templado de ADN) y el

kit GoTaq®DNAPolymerase de Promega®©.

Tabla 3.2. Perfiles de Oligonucle6tidos usados para la deteccién del PepGMV.

Nombre pb Sentido Secuencia 5-3°
AV1154 Forward CTSAAYTTCMAAGTYTGGACG
AV324 830 Reverse GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG
New CoreAV Forward GCCHATRTAYAGRAAGCCMAGRAT
New CoreAC 565 Reverse GGRTTDGARGCATGHGTACANGCC
RepF Forward TGCCACTACCACCAAAATCC
RepR 155 Reverse CTCCTCTCGTGATACCCG

Tabla 3.3. Perfiles de amplificacién para la deteccion del PepGMV.
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Deteccion Ciclos Temperatura (°C) Tiempo

1 94 5 minutos

94 3 segundos

Begomovirus 35 58 3 segundos
72 3 segundos

1 72 10 minutos

1 94 5 minutos
94 30 segundos
PepGMV 35 57 30 segundos
72 30 segundos

1 72 10 minutos

3.2.5 Andlisis de datos

Para el experimento se usaron 360 plantas (60 plantas/tratamiento de nitrégeno, Tabla 3.4).
Para cada tratamiento de nitrégeno (T1:100, T1:80, T1:50, T2:100, T2:80 y T2:50; Tabla 3.1),

se realizaron cinco repeticiones por tratamientos de inoculaciéon (PepGMV, Mock y Control) y

dias del curso temporal (0 mdi; 7, 14 y 21 ddi).

Tabla 3.4 Representacion del disefio experimental y nimero de plantas usadas en

ensayo de infeccidn del PepGMV.

Tratamientos

Inoculacién

Curso temporal

Nimero de
Repeticiones

[N Total]l: NOs™ : NH4"

PepGMV

0 mdi

5

7 ddi

14 ddi

21 ddi

Mock

0 mdi

7 ddi

14 ddi

21 ddi

Control

0 mdi

7 ddi

14 ddi

21 ddi

o oy o o o1 o1 o1 o oo o

Numero de plantas/tratamiento de nitrégeno

[e2]
o
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Los datos de infeccion fueron evaluados con una prueba de Chi-cuadrada (nivel de

significancia de 0.05) usando el Software InfoStat® ver. 2020.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Infeccién del PepGMV

Primeramente, para comprobar la efectividad de las clonas infectivas del PepGMV y el método
de inoculacion se usaron como control plantas de Capsicum chinense var. Jaguar sembradas
en tierra y regadas con agua del grifo. Después de los veintiln dias se observaron sintomas de
arrugamiento foliar y ligero mosaico amarillo en las hojas (Figura 3.3). Se confirmo la infeccion

a través de una prueba por PCR (Figura 3.4).

Se realizd un curso temporal de observacion de las plantas después de estar sometidas a los
tratamientos durante 4 semanas. Los tiempos consistieron en 0 minutos después de inocular
(mdi), 7, 14 y 21 dias después de inocular (ddi).

Figura 3.3. Sintomas de infeccién del PepGMV en plantas control de
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C.chinense en tierra alos 21 dias después de inocular.

200pb
155pb
100pb

Figura 3.4. Diagndstico por PCR de la infeccién del PepGMV en plantas control de C.

chinense en tierra alos 21 dias después de inocular.

Geles de agarosa al 2%. A: Gel que corresponde a las muestras control en tierra de chile
habanero

(154-157). B: Gel modificado que sefiala el control negativo de las muestras 154-157. HyLIV:

HyperLadder IV, --: Pozo vacio, +: Control positivo, Agua: Control negativo. La flecha azul indica
el

numero de pb del marcador y la flecha verde indica el nUmero que se espera de la reaccion.

Las plantas del primer tiempo (0 mdi) no presentaron sintomas (datos no mostrados) pero se
resguardd material vegetal para realizar el diagnéstico molecular de infeccién.

En el dia siete después de realizar la infeccion no se encontraron sintomas del PepGMV en las
plantas inoculadas; comparando éstas con los controles se observan iguales sin presencia de

arrugamientos o mosaicos. (Figura 3.5).
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Control Mock PepGMV
- N100
T2 N100
™ N80
T2 N80
™ N50
T2 N50

Figura 3.5 Plantas de C.chinense inoculadas con PepGMV a los 7 dias.
T1: 5mM, T2: 1.25 mM. N100, N80 y N50 se refiere a la relacion de NO3- : NH4+. Control:
Plantas

sin inocular, Mock: Plantas inoculadas con microparticulas de tungsteno sin virus, PepGMV:
Plantas

inoculadas con el begomovirus.
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Para el dia catorce tampoco se encontraron sintomas del PepGMV en las plantas inoculadas

sometidas a los tratamientos de nitrégeno. Como puede observarse en la Figura 3.6.

Control Mock PepGMV
T N100
T2 N100
™ N80
T2 N80
™ N50
T2 N50

Figura 3.6. Plantas de C.chinense inoculadas con PepGMV a los 14 dias.
T1: 5mM, T2: 1.25 mM. N100, N80 y N50 se refiere a la relaciéon de NO3- : NH4+. Control:
Plantas
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sin inocular, Mock: Plantas inoculadas con microparticulas de tungsteno sin virus, PepGMV:
Plantas

inoculadas con el begomovirus.

Todos los tratamientos de inoculacién (Control, Mock y PepGMV) se hallaron libres de
sintomas de begomovirus. Las plantas de la concentracion de nitrégeno a 1.25 mM y relacion

de NO3": NH4" al 50% se observan un poco cloréticas, comparadas con los otros tratamientos.

Al final del curso temporal, los sintomas no se observaron en las plantas (Figura 3.7).
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T

T2

™

™

Control Mock PepGMV

N100

N100

N80

NS0

NSO

Figura 3.7. Plantas de C.chinense inoculadas con PepGMV a los 21 dias.
T1: 5mM, T2: 1.25 mM. N100, N80 y N50 se refiere a la relaciéon de NO3- : NH4+. Control:
Plantas

sin inocular, Mock: Plantas inoculadas con microparticulas de tungsteno sin virus, PepGMV:
Plantas

inoculadas con el begomovirus.
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3.3.2 Deteccion molecular del PepGMV

Para fines de diagnostico del PepGMV, se llevé a cabo la extraccion de ADN de las hojas y se
realizé la deteccion por PCR para determinar molecularmente la presencia o ausencia del

begomovirus.

Cabe mencionar que durante la pandemia COVID-19 y por motivos del cese de labores en las
instalaciones del CICY, se perdieron las muestras del curso temporal de los 0, 7 y 14 dias
después de inocular. Por lo tanto, s6lo se procesaron las muestras del dia 21 ddi.

El analisis estadistico de Chi-cuadrada sefalé con un valor de p=0.1666 que no existe
diferencia significativa entre los tratamientos de nitrdgeno y los tratamientos de inoculacion.
Esto se debio en parte, a que algunas plantas Control (sin bombardear) y Mock (bombardeadas
con tungsteno) mostraron presencia del PepGMV en los analisis moleculares (Figura 3.8).

Para confirmar que las semillas del chile habanero estén libres del PepGMV se realizaron
amplificaciones (datos no mostrados) pero fueron descartadas por la mala calidad del ADN

extraido previamente.

Figura 3.8. Diagndstico por PCR de lainfeccién del PepGMV en plantas control de C.

chinense alos 21 dias después de inocular.
Gel de agarosa al 2%. HyLIV: HyperLadder IV, --: Pozo vacio, +: Control positivo, Agua: Control
negativo. Cuadros negros corresponden a las muestras Control y cuadros azules correspondes a

muestras Mock, La flecha azul indica el nimero de pb del marcador y la flecha verde indica el

44



CAPITULO IlI

ndmero que se espera de la reaccion.

Por este motivo, se reporta que para el objetivo planteado de determinar la infeccion del
PepGMYV en plantas de Capsicum chinense var. Jaguar expuestas a diferentes concentraciones

de nitr6geno y relaciones de nitrato/amonio no se obtuvieron resultados concluyentes.

3.4 DISCUSION

Debido a que los resultados de este capitulo fueron inconclusos y considerando las variables
gue pudieron influir, se discute primeramente la probabilidad de que las semillas estuvieran
infectadas. Ahora se sabe de algunos reportes de begomovirus que se transmiten de manera
vertical: Yellow mosaic virus (YMV) en frijol mungo, reportado en la India (Kothandaraman et
al., 2016); Dolichos yellow mosaic virus (DoYMV) en frijol, reportado en la India (Suruthi et al.,
2018) y Tomato yellow leaf curl virus TYLCV (TYLCV-IL) en tomate, reportado en Corea
(Pérez-Padilla et al.,, 2020) como algunos ejemplos. Aunque auln no existen reportes de la
transmision del PepGMV por medio de semillas.

Citando a Zufiiga-Romano y colaboradores (2019) reportan el primer informe del Tomato
severe leaf curl virus (TOSLCV) que infecta tomates cultivados en invernadero en México.
Sefialan que tuvieron la incidencia de sintomas en plantas localizadas en un invernadero de
alta tecnologia y posteriormente identificaron a B. tabaci transmitiendo el begomovirus. Para
nuestro estudio nos falté reforzar la seguridad del cuarto de fisiologia dénde se llevé a cabo el
experimento, aunque no se observdé mosquita blanca ni sintomas en las plantas, es una

apreciacion que vale la pena tomar en cuenta para estudios posteriores.
Después de varias repeticiones de las amplificaciones para PepGMV y que se obtuvieran los

mismos resultados (sefialados anteriormente) y como las plantas no evidenciaron sintomas, ni
al final del curso temporal; se concluye incompleta esta parte de la evaluacién y se sugiere

repetir.

3.5 CONCLUSION
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CAPITULO IlI

Las plantas evaluadas en este capitulo, tenian 3 meses de edad, estuvieron sometidas 2

meses a la nutricion nitrogenada y 21 dias a la infeccién de PepGMV.

No se logré observar la sintomatologia del PepGMV en ningln tratamiento de nitrégeno y
tampoco en los controles sometidos en los tratamientos, pero si se observaron sintomas en las

plantas control en tierra.

No se puede determinar con precision la tolerancia de las plantas de C.chinense bajo la
nutricién nitrogenada administrada, porque en los analisis moleculares las plantas control no

inoculadas e inoculadas sin virus fueron positivas a begomovirus.

Se sugiere repetir el experimento con mayor rigurosidad en la seguridad para evitar cualquier
tipo de contaminacién cruzada. Desde la obtencién del material vegetal (la desinfeccion de
semillas, el control del area donde se encontraran las plantas), el proceso de inoculacion
(limpieza de material, control y orden de las muestras), hasta la extraccion de ADN (colecta,
transporte, almacenamiento y procesamiento de material).
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
4.1 CONCLUSIONES GENERALES

Las plantas de Capsicum chinense var. Jaguar evaluadas en este estudio, bajo un sistema de
hidroponia denotaron un mejor crecimiento y desarrollo vegetal con una nutricion a 5 mM de
nitrégeno que con una dieta a 1.25 mM. Las plantas sometidas a 1.25 mM de nitrdgeno

presentaron un peso aéreo hasta tres veces menor que el tratamiento con 5 mM.

La administracion de las fuentes nitrogenadas NO3 y NH," presentaron mayores valores en las
variables fisiol6gicas evaluadas con una relacién de 80:20, respectivamente. Los tratamientos
con NH," al 50% deterioran las raices y disminuyen el crecimiento de las plantas. Esto sugiere
gue para chile habanero en un sistema de hidroponia, es mas conveniente una nutriciébn mixta

con nitrato y amonio con las proporciones indicadas.

Usando como referencia las dosis que evaluamos en este estudio, podria mencionarse para
trabajos futuros que C.chinense, bajo el sistema de hidroponia soporta dosis de amonio de 1
mM; arriba y debajo de esta concentracion se reduce el crecimiento vegetal y se presentan
dafios en las raices a largo plazo.

Es importante sefialar que este estudio no establece concentraciones Optimas, ni limites de
concentracion. Solo se reportan los datos obtenidos bajo el mismo sistema del experimento. No

se sugieren concentraciones para cultivos a gran escala, ni en campo o invernadero.

Para evaluar el efecto de la nutricion nitrogenada en la respuesta a la infecciébn con
begomovirus en Capsicum chinense Jacq, se recomienda repetir el experimento tomando en

cuenta las sugerencias antes mencionadas y los contratiempos expresados.

4.2 PERSPECTIVAS
Tomando en cuenta las concentraciones de nitrdgeno y las relaciones de nitrato: amonio
evaluadas en este estudio, seria interesante evaluar otras concentraciones y realizar una curva

de concentracion para chile habanero.
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Es conveniente realizar las mediciones de absorcion, asimilacion, peso seco y minerales para

evaluar mejor el efecto del nitrégeno en chile habanero.

Ya que no hay estudios previos del efecto de la nutricion nitrogenada en la respuesta a la
infeccién con begomovirus y este reporte abre una ventana para este tema, es de importancia
continuar con la investigacibn con las concentraciones y proporciones detectadas como

mejores.

Por dltimo y teniendo en cuenta lo anterior, se propone una evaluacion de los genes de
resistencia, cuantificar nitrégeno, nitrato, amonio, proteinas, aminoacidos y moléculas sefial de

las vias de defensa de las plantas.
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