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RESUMEN

En Yucatan los Begomovirus son una de las principales limitantes en la produccion de Capsicum
spp. debido a las numerosas pérdidas econdémicas causadas por estas enfermedades virales. El
objetivo del presente estudio fue evaluar el comportamiento agrondmico y fisiolégico de tres
variedades de chile habanero en funcién en funcion de la incidencia y severidad de las epidemias
por Begomovirus, durante el ciclo invierno- primavera (2015-2016), bajo condiciones de cielo
abierto. El nimero de plantas evaluadas para severidad y rendimiento fueron 10, para las variables
fisiologicas y moleculares tres y para biomasa cuatro, cada variable con tres repeticiones. La
variedad Jaguar tuvo los valores mas altos en las variables agronémicas con 149.7 frutos por planta,
y 1281.3 g por planta con respecto a la variedad H-224 que obtuvo 71.7 frutos por planta y 599.2 g
por planta. No se observd diferencia significativa en las &reas bajo las curvas de la incidencia y
severidad de las epidemias. Sin embargo, la severidad final fue menor en la variedad Jaguar con un
valor en grado de severidad de 5.5. Todas las variables fisiologicas disminuyeron su valor en las
plantas que presentaron grado severo en sintomas. El presente estudio indica que la variedad Jaguar
presentdé mejor comportamiento al ataque de Begomovirus que las variedades H-224 y H-241, al
presentar menor severidad final de la epidemia y sobresaliente caracteristicas agrondémicas de

rendimiento y nimero de frutos.

Palabras clave: Epidemia, incidencia, severidad, Capsicum chinense.



ABSTRACT

In Yucatan the Begomovirus are one of the main constraint in the production of Capsicum spp. due
to the economic losses caused by these viral diseases. The goal of the present study was to to
evaluate the agronomic and physiological characteristics of three varieties of Habanero pepper
based on the Begomovirus epidemics (incidence and severity) during the season winter - spring
2015-2016. The experiment was set under field conditions. The number of plants evaluated for
Begomovirus severity and fruit yield were 10, for physiological variables and molecular analysis
were three, and for biomass were four. All variables were set with three replicates. The variety
Jaguar showed the highest values for fruit yield, with 149.7 fruits per plant and 1281.3 g plant
compared to the variety H-224 that had 71.7 fruits per plant and 599.2 g per plant. There was no
significant differences in the areas under the disease progress curves of the incidence and severity
of the epidemics. However, the final severity was lower in the variety Jaguar with a value of 5.5.
The values of all the physiological variables decreased in plants with severe symptoms of
Begomovirus infectioin. The present study indicates that the variety Jaguar had better response to
Begomovirus than the varieties H-224 and H-241. Jaguar showed lower final severity of

Begomovirus symptoms and higher fruit yield.

Keywords: Epidemic, incidence, severity, Capsicum chinense.



CAPITULO I

1.1 INTRODUCCION GENERAL

El chile habanero se cultiva en diversas regiones de México, principalmente en los
Estados de Yucatan, Tabasco, Campeche y Quintana Roo, con rendimientos de 10 — 30 t
ha-!. Esta produccion se comercializa desde nivel local hasta el internacional, procesado y
fresco (SIAP, 2015). En Yucatan, el chile habanero es la hortaliza cultivada mas importante
y apreciada por su olor, sabor y pungencia, asi mismo, es parte de la identidad cultural de la
cocina regional (Latournerie et al., 2015).

Una de las limitantes del cultivo de chile habanero en la peninsula de Yucatan es la
presencia de Begomovirus. Los Begomovirus estan distribuidos principalmente en los
tropicos y subtrdpicos de todo el mundo, y son responsables de las pérdidas de rendimiento
de muchos cultivos horticolas, donde en algunos casos pueden llegar hasta el 100%
(Brown, 1991; Polston et al., 1995).

Los Begomovirus son transmitidos de manera persistente por Bemisia tabaci, los
sintomas que se observan en plantas infectadas con Begomovirus incluyen amarillamientos,
mosaicos, manchas anulares, disminucion del tamafio, deformaciones foliares y clorosis.
Esto trae como consecuencia disminucion en la fotosintesis hasta 80% y aumento en la tasa
de respiracion entre 80 - 100%. Las particulas virales se multiplican principalmente en las
células vasculares jovenes y dafian el floema (Balachandran et al., 1997). Por esto la
infeccion puede interferir con el transporte normal de los metabolitos y por consiguiente
causar acumulacion de carbohidratos en las hojas mas viejas. Estos cambios fisiologicos
reducen el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Goodman et al., 1967; Leal et al.,

1984).
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Los efectos de los Begomovirus en plantas de chile se han documentado en algunos
estudios. Pazarlar et al. (2013) evaluaron tres lineas de Capsicum annuum L. y observaron
que las infecciones por Begomovirus redujeron significativamente el nimero de hojas, area
foliar, altura de planta, la longitud de la raiz, peso fresco y seco de raiz y numero de brotes.
Por el hecho de que el nimero de hojas de la planta y area foliar total estan directamente
relacionados con actividades fotosintéticas que proporcionan energia para el crecimiento, la
reduccion de estos parametros causa disminucion en el crecimiento global, tallos delgados
y menor biomasa en comparacion con plantas sanas. Las infecciones por Begomovirus
también afectaron el transporte de agua en el sistema suelo-planta-atmosfera (Funayama et
al., 1997).

Existen trabajos que muestran la respuesta diferencial de poblaciones de chile

habanero a Begomovirus. Por ejemplo, Godinez et al. (2001) evaluaron 49 poblaciones de Capsicum

chinense contra enfermedades virales, de las cuales se seleccionaron siete para evaluar los mecanismos de
resistencia a PHV, usando biobalistica, durante un periodo de tres meses. Se observo entre 40 y 90% de plantas

infectadas y la severidad fue de 8 a 8.6 en una escala de 10 grados.

Berny et al. (2013) evaluaron en campo el comportamiento de cinco Iineas de chile habanero

(Capsicum chinense Jacq.) a begomovirus. Se observaron diferencias en la severidad de los sintomas de virosis
entre las diferentes lineas, lo que sugiere que existe una susceptibilidad diferencial a los begomovirus en las plantas
analizadas.

En el presente trabajo se incluyen tres variedades de chile habanero, la variedad comercial Jaguar y las

variedades experimentales H-224 y H-241. Jaguar es una variedad de polinizacién libre de chile
habanero con nimero de registro CHL-008-101109 en el Catalogo Nacional de Variedades
Vegetales (SNICS), fue desarrollada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias de México, es tolerante a factores bidticos y adaptada a las
condiciones ambientales adversas del tropico humedo, como son la alta temperatura y

humedad y tiene un incremento en su rendimiento de cultivo de hasta en un 36 por ciento
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(Tut et al., 2013); Por su parte las variedades H-224 y H-241 fueron colectadas en las
localidades de China, Campeche y Tzucacab, junto con otras diez poblaciones de chile
habanero de diferentes municipios de Yucatan respectivamente y comparadas entre si, son
dos poblaciones criollas de chile habanero naranja, que han sobresalido entre otras por
presentar caracteristicas agronomicas deseables y demostrando potencial para integrarse en
un programa de mejoramiento genético, siendo genotipos ideales para tolerar posibles

enfermedades (Latorunerie et al, 2015)

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Caracteristicas de los Begomovirus

Todos los begomovirus reportados en el Continente Americano poseen genoma
bipartita, a excepcion del virus del enrollamiento de la hoja amarilla del tomate (TYLCV),
el cual fue introducido de Europa a América. EI genoma bipartita se compone por dos
moléculas de DNA-A y DNA-B con un tamafio de 2.5 a 2.8 Kb, los cuales transcriben sus
genes bidireccionalmente. En el DNA-A se identifican cinco marcos de lectura abierta, uno
en el sentido del viribn denominado AV1 y cuatro en la cadena complementaria
denominados AC1, AC2, AC3 y AC4. En el DNA-B se han identificado dos marcos de
lectura abierta, ambos en el sentido del virion denominados BV1 y BC1. El componente A
contiene toda la informacion necesaria para la replicacion y encapsulacion del virus,
mientras que el componente B codifica para proteinas involucradas en el movimiento viral
célula -célula y a larga distancia (Guerere, 2013).

También se han reportado begomovirus monopartitas, en este caso en el

Hermisferio Oriental (carecen del DNA-B), como el virus del enrollamiento de la hoja
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amarilla del tomate (TYLCV) y el virus del enrollamiento de la hija del tomate (TYCV)
(Polston, et al., 1995; Ascencio et al., 1999). El ciclo infectivo de los Begomovirus es del
tipo circulativo no persistente y tiene como etapas principales: la adquisicion del virus por
parte del vector después de alimentarse por al menos 15 minutos de una planta infectada y
la posterior inoculacion del virus al seguir alimentandose de plantas sanas (Hunter et al.,
1998).

Los begomovirus infectan a plantas dicotiledoneas, son transmitidos por mosca
blanca y presenta como miembro tipo al Bean Golden mosaic virus (BGMV). En Yucatan
los begomovirus reportados en chile son: el Pepper huasteco virus (PHV), Pepper Golden
mosaic virus (PepGMV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en plantas perennes

donde el virus puede sobrevivir de un ciclo a otro (Ascencio et al., 1999., Hull, 2002).

1.2.2 Bemisia tabaci vector de Begomovirus.

B. tabaci (Genn.) es un insecto hemiptero (Aleyrodidae) y es una plaga que se
alimenta del floema de la planta produciendo efectos fitotdxicos; los residuos de savia
presentes en la lamina foliar favorecen la aparicion de fumagina, la cual es la acumulacion
de una capa de hongos oscuros que bloguean el proceso de la fotosintesis. Ademas es el
vector mas importante en el mundo de varios géneros de virus de la planta, destacando los
begomovirus por su amplia gama de hospedantes y cuantiosas pérdidas econdémicas
ocasionadas en cultivos. Este insecto vector comprende un nimero elevado de poblaciones
genéticamente variables, (Brown et al., 1991; Brown et al., 1997) cuya condicion climatica
y geografica ayudaron en la distribucion de los biotipos pertenecientes a este género. En
México se encontraba de manera predominante el biotipo A, el cual tiene una tasa

reproductiva limitada, un rango moderadamente limitado de hospederos y aunque era capaz
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de transmitir Begomovirus, las epidemias provocadas por los mismo se encontraban
focalizadas a cultivos de hortalizas en regiones especificas del territorio nacional, sin
embargo, la apertura comercial a nivel mundial permitié el facil y rapido intercambio de
todo tipo de mercancias entre las que destacaron plantas infectadas con virus y fitoplasmas
de chile y el biotipo B de Bemisia tabaci, que fue introducida en el continente americano
via Republica Dominicana para posteriormente diseminarse a gran parte del continente
Americano (Brown, 1991). La importancia del biotipo B desde el punto de vista econémico
radica en: su alta tasa de reproduccion, un amplio rango de fuentes de alimento, alta
voracidad y resistencia a insecticidas organofosforados. El biotipo B desplazé a las
poblaciones de mosquitas blancas endémicas, estableciéndose con facilidad en regiones en

donde antes no se encontraba (Bedforf et al., 1994, Wen, et al., 2003).

1.2.3 Respuesta de Capsicum spp a Begomovirus.

Anaya y colaboradores (2003) evaluaron la resistencia en chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.) a infecciones simples por el virus del mosaico dorado del chile
(PepGMYV), asi como a infecciones mixtas entre PepGMV y el virus huasteco del chile
(PHV), mediante inoculacion por biobalistica. En este estudio se evaluaron 140 plantas de
diferentes colectas de chile habanero, determinando 99 plantas asintomaticas, que
mediante las técnicas de ELISA y PCR se detectd la presencia de Begomovirus en las
mismas, 15 plantas fueron resistentes debido a que no presentaron sintomas.

Godinez et al. (2001) usaron siete poblaciones de chile habanero de la Peninsula de
Yucatan, seleccionadas de un campo experimental para probar su resistencia al virus del
chile huasteco (PHV). Dos poblaciones (UX-SMH-1 y UXSMH - 24) mostraron menos de

50% de plantas infectadas con PHV. Cuatro plantas no presentaron sintomas virales tres
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meses después de la inoculacién usando biobalistica y métodos de injerto. Cuando se
analizé el tejido foliar de estos individuos para PHV mediante PCR encontré la presencia
del virus, lo que sugiere que la infeccién de PHV en plantas asintomaticas puede ser el

resultado de una restringida circulacion viral.

XVi



1.3 HIPOTESIS

Existe respuesta diferencial en las variedades de chile habanero en el desarrollo de

las epidemias de begomovirus.

Las infecciones severas por begomovirus ocasiona disminucion en la tasa

fotosintética y esta a su vez genera una reduccion hasta del 50% en la produccion de

biomasa y fruto
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento agrondmico Y fisiologico del chile habanero en funcion

de la incidencia y severidad por begomovirus.

1.4.2 Objetivos especificos

Evaluar el comportamiento de las epidemias de begomovirus en la productividad de

tres variedades de chile habanero.

Determinar la influencia del grado de dafio por begomovirus en la actividad

fotosintética de chile habanero.
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

RESPUESTA DE TRES GENOTIPOS DE CHILE HABANERO A
BEGOMOVIRUS

Obtencion de Genotipos: Jaquar, H-224 y H-241

Trabajo de campo Trabajo de laboratorio

ITConkal CICY
4 Incidenci A
* Incidenciay
\ Severidad

* Rendimiento - e Extraccion de DNA
» Biomasa seca final

» Variables fisioldgicas

Rendimiento de fruto - -
Presencia/Ausencia de
Evaluacién de biomasa Begomovirus por PCR

Tasa de asimilacion neta de carbono,
Fotosintesis, conductancia estomatica,
concentracion intercelular de CO2,
transpiracion y uso eficiente del agua.

Anélisis de Varianza
Comparacion de medias Duncan <0.05
Infostat 2008.

Datos del comportamiento agronémico, fisioldgico y epidemioldgico de
infecciones de Begomovirus en las variedades de chile habanero.
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2.1 RESUMEN

En Yucatan los Begomovirus son una de las principales limitantes en la produccion de Capsicum
spp. debido a las numerosas pérdidas econémicas causadas por estas enfermedades virales. El
objetivo del presente estudio fue evaluar el comportamiento agronémico y fisioldgico de tres
variedades de chile habanero en funcién en funcion de la incidencia y severidad de las epidemias
por Begomovirus, durante el ciclo invierno- primavera (2015-2016), bajo condiciones de cielo
abierto. EI niumero de plantas evaluadas para severidad y rendimiento fueron 10, para las variables
fisiologicas y moleculares tres y para biomasa cuatro, cada variable con tres repeticiones. La
variedad Jaguar tuvo los valores mas altos en las variables agronémicas con 149.7 frutos por planta,
y 1281.3 g por planta con respecto a la variedad H-224 que obtuvo 71.7 frutos por planta y 599.2 g
por planta. No se observd diferencia significativa en las areas bajo las curvas de la incidencia y

severidad de las epidemias. Sin embargo, la severidad final fue menor en la variedad Jaguar con un
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valor en grado de severidad de 5.5. Todas las variables fisioldgicas disminuyeron su valor en las
plantas que presentaron grado severo en sintomas. El presente estudio indica que la variedad Jaguar
presentd mejor comportamiento al ataque de Begomovirus que las variedades H-224 y H-241, al
presentar menor severidad final de la epidemia y sobresaliente caracteristicas agronémicas de

rendimiento y nimero de frutos.

Palabras clave: Epidemia, incidencia, severidad, Capsicum chinense.

ABSTRACT

In Yucatan the Begomovirus are one of the main constraint in the production of Capsicum spp. due
to the economic losses caused by these viral diseases. The goal of the present study was to to
evaluate the agronomic and physiological characteristics of three varieties of Habanero pepper
based on the Begomovirus epidemics (incidence and severity) during the season winter - spring
2015-2016. The experiment was set under field conditions. The number of plants evaluated for
Begomovirus severity and fruit yield were 10, for physiological variables and molecular analysis
were three, and for biomass were four. All variables were set with three replicates. The variety
Jaguar showed the highest values for fruit yield, with 149.7 fruits per plant and 1281.3 g plant
compared to the variety H-224 that had 71.7 fruits per plant and 599.2 g per plant. There was no
significant differences in the areas under the disease progress curves of the incidence and severity
of the epidemics. However, the final severity was lower in the variety Jaguar with a value of 5.5.
The values of all the physiological variables decreased in plants with severe symptoms of
Begomovirus infectioin. The present study indicates that the variety Jaguar had better response to
Begomovirus than the varieties H-224 and H-241. Jaguar showed lower final severity of

Begomovirus symptoms and higher fruit yield.

Keywords: Epidemic, incidence, severity, Capsicum chinense.
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2.2 INTRODUCCION

El chile habanero se cultiva en diversas regiones de México, principalmente en los estados de
Yucatan, Tabasco, Campeche y Quintana Roo, con rendimientos de 9.9-18.35 t ha™. Esta
produccion se comercializa desde nivel local hasta el internacional procesado y fresco (SIAP,
2015). En Yucatan, el chile habanero es la hortaliza cultivada mas importante y apreciada por su
olor, sabor y pungencia; asi mismo es parte de la identidad cultural de la cocina regional
(Latournerie et al., 2015).

Una de las limitantes del cultivo de chile habanero en la Peninsula de Yucatén es la presencia de
Begomovirus. Los Begomovirus estan distribuidos principalmente en los tropicos y subtrépicos de
todo el mundo y son responsables de las pérdidas de rendimiento de muchos cultivos horticolas,
donde en algunos casos pueden llegar hasta el 100% (Brown, 1991; Polston et al., 1995).

Los Begomovirus son transmitidos de manera persistente por Bemisia tabaci y principalmente
infectan plantas dicotiledéneas, como tomate, pimiento y cucurbitaceas. Tienen un genoma bipartita
de ADN circular, han resurgido con gran importancia debido al aumento de las poblaciones locales
de B. tabaci como consecuencia de los monocultivos intensivos. Estos insectos posiblemente han
desarrollado un nivel de resistencia a los insecticidas (Brown, 1997; Méndez et al., 2003).

Los sintomas que se observan en plantas infectadas con Begomovirus incluyen amarillamientos,
mosaicos, manchas anulares, disminucién del tamarfio, deformaciones foliares y clorosis. Esto trae
como consecuencia disminucion en la fotosintesis de hasta un 80% y aumento en la tasa de
respiracion entre 80-100%. Las particulas virales se multiplican principalmente en las células
vasculares jovenes y dafian el floema. Por esto, la infeccion puede interferir con el transporte
normal de los metabolitos y por consiguiente causar acumulacion de carbohidratos en las hojas mas
viejas. Estos cambios fisioldgicos reducen el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Goodman
etal., 1967; Leal et al., 1984).

Los efectos de Begomovirus en plantas de chile se han documentado en algunos estudios. Pazarlar
et al., (2013) evaluaron tres lineas de Capsicum spp y observaron que las infecciones por

Begomovirus redujeron significativamente el nimero de hojas, area foliar, altura de planta, la
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longitud de la raiz, peso fresco y seco de raiz y umero de brotes. Por el hecho de que el nimero de
hojas de la planta y area foliar total estan directamente relacionados con actividades fotosintéticas
gue proporcionan energia para el crecimiento, la reduccién de estos parametros causa disminucion
en el crecimiento global, tallos delgados y menor biomasa en comparacion con plantas sanas. Las
infecciones por Begomovirus también afectaron el transporte de agua en el sistema suelo-planta-
atmosfera.

Existen trabajos que muestran la respuesta diferencial de poblaciones de chile habanero a
Begomovirus. Por ejemplo, Berny et al., (2013) evaluaron en campo el comportamiento de cinco
lineas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) a begomovirus. Se observaron diferencias
en la gravedad de los sintomas de virosis entre las diferentes lineas, sugiriendo susceptibilidad
diferencial a los Begomovirus. Godinez et al. (2001) evaluaron 49 poblaciones de Capsicum
chinense para enfermedades virales, de las cuales se seleccionaron siete para evaluar los
mecanismos de resistencia a PHV usando biobalistica durante tres meses. Se observo entre 40
y 90% de plantas infectadas y la severidad fue de 8 a 8.6 en una escala de 10 grados.

En el presente trabajo se incluyen tres variedades, la variedad comercial Jaguar y las
variedades experimentales H-224 y H-241. Jaguar es una variedad de polinizacion libre de chile
habanero con nimero de registro CHL-008-101109 en el Catdlogo Nacional de Variedades
Vegetales, fue desarrollada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias de México, es tolerante a factores bidticos y adaptada a las condiciones ambientales
adversas del tropico himedo, como son la alta temperatura y humedad, y un incremento en su
rendimiento de cultivo de hasta en un 36 por ciento (Tut et al., 2013); Por su parte H-224 y H-241
fueron colectadas las localidades de China, Campeche y Tzucacab, Yucatan respectivamente, son
dos poblaciones criollas de chile habanero naranja, que han sobresalido entre otras por presentar
caracteristicas agrondmicas y buen rendimiento de frutos demostrando potencial para integrarse en
un programa de mejoramiento genético, siendo variedades ideales para tolerar posibles

enfermedades (Latorunerie et al.,2015).
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar el comportamiento agronémico y fisioldgico de tres
variedades (Jaguar, H-224 y H-241) de chile habanero en funcion de las epidemias por

Begomovirus.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Ubicacién del experimento

El estudio consistié de dos fases: una fase de campo y una de laboratorio. La fase de campo se
realiz6 de noviembre de 2015 a abril de 2016 en el area de produccion horticola del Instituto
Tecnoldgico de Conkal, 21° 4' N y 89° 31' O. La fase de laboratorio se llevé a cabo de enero a
mayo de 2017 en la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del Centro de

Investigacion Cientifica de Yucatan.

2.3.2 Variedades de chile habanero a evaluar

Las variedades usadas en el presente estudio fueron Jaguar, H-241 y H-224. La variedad comercial
Jaguar posee un peso de fruto con rango de 6.5-12 g, rendimiento de 18.3-36 ton ha * y se
caracteriza por ser una variedad adaptada a condiciones ambientales adversas como temperatura y
humedad, ademas de presentar alta tolerancia a plagas y enfermedades virales, principales
problemas de produccion de zonas costeras del tropico y subtropico del pais (Tut et al., 2009). Por
otra parte, la variedad experimental H-241 fue colectada en Tzucacab, Yuc., posee un fruto verde
jade semioscuro y cuando madura obtiene un color naranja. ES un material precoz y obtiene en
promedio 169.6 g planta ; por su lado la variedad experimental H-224 fue colectada en China,
Campeche. Este material es precoz y obtiene en promedio 421. 4 g planta ~ , obtiene alrededor de
56 frutos por planta, con peso individual de 7.1 g planta® por fruto (Latournerie et al., 2015). Las

variedades H-241 y H-224 han pasado por cuatro ciclos de seleccion masal (Ramirez, 2017).
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2.3.3 Establecimiento y manejo de la plantacion

Para la siembra y la obtencion de plantulas se utilizaron charolas de poliestireno con 200 cavidades,
junto con un sustrato comercial (Cosmopeat). Las charolas fueron cubiertas con un plastico negro
para favorecer la germinacién, al germinar se le proporcioné el manejo adecuado a las necesidades
de las plantulas con aplicaciones de fungicidas, insecticidas, fertilizante foliar y riego. El trasplante
se realiz6 cuando la planta tenia una altura promedio de 15 cm. Antes del trasplante se aplicd un
riego de fondo en los surcos. A los ocho dias después del trasplante se inicio con la fertilizacion a
través del sistema de riego y el manejo agronémico del cultivo se hizo de acuerdo con el paquete
tecnoldgico propuesto por Soria et al. (2002). Para el riego se instalo un sistema de cinta de riego de
20 cm entre goteros con un gasto de 1.1 L.h%. El disefio de siembra fue 30 cm entre plantas a lo
largo de cada fila y 1.2 m entre filas (100 plantas por fila), se us6 un disefio de bloques completos al

azar con tres repeticiones. La infestacion con mosca blanca se realiz6 de manera natural.

2.3.4 Evaluacion del potencial de rendimiento de las variedades

Al inicio del cultivo en cada variedad se seleccion6 un grupo de diez plantas de cada variedad a las
gue se les dio seguimiento durante todo el ciclo. Estas plantas fueron evaluadas en los componentes
de rendimiento (numero y peso de frutos) de todos los cortes. Los cortes se realizaron cada quince
dias. Al final del ciclo de cultivo, se obtuvo una muestra de cuatro plantas por variedad, mismas que
se colocaron en bolsas de papel y secaron en un horno a 70° C durante 10 dias, posteriormente se

realizo el peso en seco de la biomasa mediante una balanza analitica.

2.3.5 Evaluacion de Incidencia y Severidad.

Para evaluar la incidencia de la enfermedad, se registr6 semanalmente el nimero de plantas con
sintomas de virosis a partir del dia 30 ddt hasta el dia 52 ddt, cuando la incidencia alcanz6 el 100%.
El porcentaje de plantas enfermas se obtuvo mediante la férmula: Incidencia= [(NUmero de plantas

0 partes enfermas)*100)]/Total de plantas observadas.
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En el caso de la severidad se utiliz6 la escala de Gonzélez et al. (2011), con algunas modificaciones.
La escala consistié en: grado 1 planta asintomatica, grado 2 con enrollamiento leve de hojas, grado
3 con enrollamiento y presencia de hojas amarillas en las hojas apicales, grado 4 con grupos de
manchas amarillas formando una red entre la base y el &pice de las hojas y protuberancias en la
zona media apical, grado 5 con una acentuada disminucién del tamafio de hojas, deformacion foliar
y enanismo y el grado 6 con severo enanismo, amarillamientos y distorsion severo de hojas. Con
estos datos se construyeron curvas del progreso de la enfermedad (ABCPE) mediante el método de

integracion trapezoidal (Campbell y Madden 1990) con la formula ABCPE= "' (yi+Yi«1)/2X (tis1-

ti).

2.3.6 Evaluacion de variables fisiolégicas

Para las variables fisiologicas se evaluaron Unicamente dos grupos de plantas de cada variedad:
plantas con severidad grado 1 y plantas con severidad grado 6. Para el intercambio de gases se
usaron tres plantas por tratamiento. Cada planta fue una repeticiéon. Las mediciones se llevaron a
cabo a las 7:00 am con un medidor de gases en infrarrojo portatil LI-COR LI16400. La
concentracién de CO, atmosférico se mantuvo en 400 umol m™ de aire y la densidad de flujo de
fotones para la fotosintesis se establecié en 1500 m™ s, Las variables evaluadas fueron las
siguientes: Tasa de asimilaciébn neta de carbono, fotosintesis, conductancia estomatica,
concentracion intercelular de CO,, transpiracion y uso eficiente del agua. También se evalud la
florescencia a través del Junior Pam y se tomaron medidas del conteo de clorofila con el Spad

Minolta.

2.3.7 Efecto de las infecciones de Begomovirus en la produccién de biomasa y rendimiento de
frutos

Para evaluar el efecto de los begomovirus en la disminucion de la biomasa y rendimiento del
cultivo, a los 50 ddt se seleccionaron cuatro plantas de cada variedad (tratamiento) que presentaran

las infecciones de Begomovirus en severidad 1, severidad 3 y severidad 6.
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Las plantas obtenidas completas se seccionaron por hoja, tallo y raiz y se colocaron en bolsas de
papel para ser secadas en un horno a 70° C durante 10 dias, posteriormente se realizo el peso en
seco mediante una balanza analitica. Para el caso de los frutos, se tomaron las dos Gltimas cosechas
y se seleccionaron todos los frutos en madurez y en crecimiento. Los frutos se contabilizaron y

pesaron en una bascula de 600 g marca ADAM modelo CQT601.

2.3.8 Analisis molecular de presencia de Begomovirus en las plantas

En las tres variedades se seleccionaron plantas con grados de dafios 1, 3 y 6. En cada caso se
colectaron 4 muestras de 0.5 gr de hoja, cada muestra representd una repeticion. Las hojas se
tomaron de los estratos inferiores y superiores de la planta. Inmediatamente de colectadas las
muestras de follaje, se colocaron en papel aluminio y bolsas de plastico con cierre hermético, para
ser trasladadas en una nevera con hielo al laboratorio de la Unidad de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, donde se conservaron en
un ultra congelador a -82°C.

El ADN se extrajo de las muestras recolectadas, mediante el Método CTAB, utilizando buffer
CTAB: Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 M, reactivo CTAB, Bromuro de
cetiltrimetilamonio, 2% y p-mercaptoetanol 10 Mm, PVPP (polivinilpolipirrolidona),
cloroformo;alcohol-isoamilico 24:1, isopropanol grado reactivo, acetato de sodio 3 M pH 5.2, tanol
al 70 % y RNAsa 10mg/ml.

Cada muestra de follaje (0.01 g de tejido congelado en nitrégeno liquido) se macer6 en un mortero
y se le adicion6 una pizca de PVPP. Se transfiri6 a un tubo eppendorf de 1.7 mL y se adicion6 1 mL
de CTAB previamente calentado a 65°C. Se mezclé homogéneamente e incub6 a 65°C por 40 min.
Al término se centrifugd durante 20 min a 13000 rpm a 4°C. El sobrenadante se recuperd en un tubo
eppendorf de 1.7 mL y se le adicion6 600 ul de la mezcla cloroformo;alcohol-isoamilico 24:1.
Nuevamente se centrifugd por 20 min a 13000 rpm a 4°C, se pasé 700 pl del sobrenadante a un
nuevo tubo eppendorf, se le adiciond 900 ul de isopropanol y 100 ul de acetato de sodio 3M pH 5.2

y se incubo a -20 °C por 40 min. Posteriormente se centrifugé por 10 min a 13000 rpm a 4°C, se
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decanto el sobrenadante y se lavé la pastilla 2 veces con etanol al 70%. La pastilla se dejo6 secar y se
suspendié con 50 pl de RNAsa 1:50 e incubd a 37°C durante 30 min. Las muestras fueron

conservadas en congelacién a -20°C hasta su lectura en PCR.

2.3.9 Amplificacion del DNA viral por PCR.

El DNA total de extractos de plantas se us6 como molde para las reacciones de PCR. La
amplificacion del DNA viral fue realizada de acuerdo al método ya descrito (Mullis, 1990), para lo
cual se empled un termociclador TECHNE, las reacciones de desnaturalizacion, alineamiento y
polimerizacion fueron realizadas por 35 ciclos a temperaturas de 94°C por 1 min, 55°C por 2 min 'y
72°C por 3 min. El volumen total de la reaccién fue de 25 pul, conteniendo 2.5 ul de buffer, 270 puL
de dNTPs. Se utilizaron los primers 1154, 324 y 889 con 54 ul de cada uno. La enzima utilizada
para la polimerizacion fue la Taq polimerasa de la marca BIOLINE con 1.25 unidades, 13.25 de
H20 destilada y 1 pl de DNA. Para analizar el DNA en electroforésis de agarosa 1.0% se usaron
muestras de 24 pL de cada reaccion. Se utilizaron dos testigos positivos con fragmentos de
begomovirus y como testigo negativo se usd agua destilada. Los productos amplificados de
reaccion de PCR fueron detectados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, los fragmentos

fueron visualizados con Bromuro de Etidio.

2.3.10 Andlisis de Datos

El experimento de campo se establecié bajo un disefio de bloques completos al azar con tres
repeticiones. Para el analisis de comportamiento de las epidemias (incidencia y severidad) de
Begomovirus a través de la evaluacion de area bajo la curva del progreso de las epidemias
(ABCPE) y evaluar la severidad final se uso6 la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Para las
variables agronémicas (numero de frutos, peso de fruto, y biomasa seca) y fisiol6gicas, se
realizaron andlisis de varianza y comparacion multiple de medias Duncan (p< 0.05) por medio del

paquete estadistico Infostat 2008.
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Potencial productivo de las variedades

La biomasa seca total de plantas en las tres variedades no mostrd diferencia significativa. Sin
embargo, en relacién con los componentes del rendimiento, se observé diferencia significativa entre
las variedades. La variedad Jaguar mostré el mismo potencial productivo (nimero de frutos y
produccion de frutos) que la variedad H-241, pero significativamente mayor que la variedad H-224

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparacion de medias de biomasa seca total y componentes del rendimiento en

tres variedades de chile habanero.

Variedad Biomasa seca total Namero de frutos Rendimiento de frutos
(g/planta) (frutos/planta) (g/planta)
Jaguar 166.6 £ 05.6 a 149.7+259a 1281.3+ 220.3a
H-241 165.6 + 28.8 a 121.2+11.4ab 929.7 + 88.8 ab
H-224 120.2+17.1a 71.7+13.7b 599.2+97.3b

Los datos son medias = error estandar. Letras diferentes en cada columna indican diferencias

estadisticas significativas (Duncan, 0.05).

Los resultados en rendimiento de fruto observados en la variedad Jaguar indican que este material
tiene buen potencial productivo. En general se ha observado a campo abierto rendimientos de
alrededor de 1 kg planta. Por ejemplo, Huez et al., (2013) documenté rendimiento de fruto
promedio de 1.19-1.3 kg planta * en una evaluacion realizada con C. chinense con diferentes
concentraciones de Nitrégeno.

En el caso de las variedades H-224 y H-241 generadas por seleccién masal de poblaciones criollas
de C. chinense de la Peninsula de Yucatan, se ha mostrado el potencial productivo comparado con

otros materiales criollos (Latournerie et al., 2015). En evaluaciones de campo de estos materiales,
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Quintal et al. (2012) reportaron rendimientos de 550 g planta * para la variedad H-224, estos

rendimientos son méas bajos que los obtenido en el presente estudio.

2.4.2 Comportamiento de las epidemias de Begomovirus

La intensidad de las epidemias de Begomovirus se evalué de manera visual mediante el registro de
la incidencia y severidad de los sintomas en las plantas. Al respecto, no se observd diferencia
(Duncan > 0.05) en las areas bajo la curva de progreso de la incidencia y de la severidad. Tampoco
se observo diferencia significativa entre variedades en la incidencia final (Cuadro 2). Sin embargo,
la severidad final fue significativamente menor en la variedad Jaguar. Esto indica que la intensidad
final de sintomas de virosis en la variedad comercial jaguar fue menor que en las variedades H-224

y H-241.

Cuadro 2. Comparacién de medias de las variables area bajo las curva (ABC) de la incidencia
y severidad, asi como los valores finales de incidencia y severidad de epidemias de

Begomovirus en chile habanero.

VARIEDAD ABCP Incidencia Incidencia ABCP Severidad Severidad
Final Final
JAGUAR 1348+14.1a 97.77+t15a 209.9+219a 55b
H-241 1272+ 149a 9954+04a 240.2+122a 6.0a
H-224 105.7+120a 98.21+1.7a 240.0£21.0a 5.8a

Medias + error estandar con letras repetidas en cada columna no son significativamente diferentes

(Duncan, 0.05). La severidad final se analizé con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

La incidencia y severidad muestran la intensidad de las epidemias en los cultivos. En los resultados
se observo que las epidemias afectaron de manera similar a las tres variedades. Sin embargo, hubo

mejor respuesta de la variedad Jaguar en la severidad final. Esta variedad tuvo menor grado de dafio
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al final del ciclo del cultivo. Otros trabajos también han reportado respuesta diferencial de
materiales de chile habanero a virosis, por ejemplo, Berny et al. (2013) evaluando diversas lineas de
chile habanero, observaron variacion en intensidad de las infecciones virales. Por su parte Ballina et
al. (2013), en un experimento para evaluar la resistencia al complejo B. tabaci-Begomovirus en 18
genotipos de C. annuum, observaron incidencias promedios entrel3-69%. Estos resultados

demostraron una variacion en las respuesta a Begomovirus en los genotipos de C. annuum.

2.4.3 Efecto de las epidemias de Begomovirus en variables fisioldgicas

Los cambios en las variables fisioldgicas por efecto de los Begomovirus fueron evaluados en las
tres variedades, para tal caso se tomaron dos grupos de plantas en cada variedad, un grupo
correspondia a plantas asintomaticas (Grado 1 en la escala de severidad) y otro a plantas
severamente afectadas (Grado 6 en la escala de severidad) con Begomovirus. En este contexto, en
las tres variedades la fotosintesis, la conductancia y la transpiracion disminuyeron
significativamente en plantas severamente dafiadas con Begomovirus. En contraste, el carbén
intercelular fue estadisticamente inferior en las plantas de jaguar, tanto en sanas como en enfermas.
Ademas, se observé que el uso eficiente de agua sélo disminuy6 significativamente por efecto de

las infecciones en plantas de la variedad Jaguar.
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Cuadro 3. Comparacion de medias + error estandar de variables fisiologicas en plantas de

chile habanero sanas y con sintomas severos de Begomovirus.

Variedad

Severidad H-224 H-241 Jaguar
Fotosintesis (umol m=2 s?)

Grado 1 18.7+0.48 a 17.7+0.57 a 12.6+0.72 a

Grado 6 9.6+0.36 b 7.4+0.21b 7.80+£0.33 b
Conductancia (umol m2s?)

Grado 1 0.45+0.020 a 0.43+£0.012 a 0.19+0.014 a

Grado 6 0.18+0.008 b 0.15+0.007 b 0.12+0.006 b

Carbén intercelular (umol m2 s™)

Grado 1 287+1.1a 290+£2.7 a 251+29a

Grado 6 281+2.7 a 287+3.4 a 262+3.7 a
Transpiracion (mmol m2s?)

Grado 1 6.6£0.17 a 6.910.11a 4,1+0.22 a

Grado 6 3.8+0.13 b 3.3£0.13 b 3.1+0.14 b

Uso eficiente del agua (umol m2 s*/mmol m2s?)
Grado 1 2.8£0.03a 2.6£0.07 a 2.9+0.05a

Grado 6 2.6+0.08 a 2.3+0.07 a 2.5£0.07 b

Medias + error estandar con letras repetidas en cada columna no son significativamente diferentes
(Duncan, 0.05). Grado 1= planta asintomatica, Grado 6= severo enanismo, amarillamientos y

distorsion severo de hojas.

En el presente estudio se observa que las infecciones severas de Begomovirus directamente afectan
el intercambio de gases en la planta. Balanchandram et al., (1994) reporta en plantaciones de

Nicotiana tabacum una disminucion significativa en la fotosintesis como consecuencia de la
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infeccion por el Virus del mosaico del tabaco. La fotosintesis fue en promedio mayor en las plantas
sanas que en las plantas con sintomas de virus. Estos resultados son similares a los reportados por
Cabrera et al., (2010) quienes describieron que la aparicion de sintomas de mosaicos se debe a una
reduccion en la produccion de clorofila, dado por la destruccion de cloroplastos debido al efecto del
virus. Pazarlar et al., (2013) observaron pérdida de pigmentos por la infeccion viral por disminucion
de la eficiencia en la produccion de hidratos de carbono durante la fotosintesis. Chia et al., (1999)
reporté una disminucion en la tasa fotosintética en plantas de Oncidium al inocularle el virus con
una disminucion en rangos de 16.69 y 13.21 pmol m s, respectivamente.

Las variables conductancia estomatica y transpiracion disminuyeron significativamente en todas las
variedades por efecto de las infecciones con Begomovirus. A diferencia, la eficacia intrinseca del
uso del agua no fue afectada en H-224 y H-241, la variedad Jaguar redujo su uso eficiente del agua.
Datos similares reporta Sampol et al., (2003) con reducciones de conductancia y transpiracion en el
efecto de la fotosintesis en hojas de vid infectada con virus y también De ping guo et al., (2005)
reportd reducciones en la tasa fotosintética y clorofila en el tallo de mostaza, al infectarse con el

virus del mosaico del nabo.

2.4.4 Efecto de la intensidad de las epidemias en la produccion de biomasa y frutos

El efecto de la intensidad de las epidemias no fue significativo en el peso seco del follaje. Sin
embargo, las variables peso seco del tallo y peso seco de raiz disminuyeron significativamente
conforme aumentd el grado de severidad de las epidemias.

El nimero de frutos no disminuyd significativamente por la severidad de la enfermedad en las
variedades Jaguar y H-241. En contraste, en la variedad H-224 el namero de frutos disminuyd
dramaticamente en plantas con dafios severos por Begomovirus. Con respecto al rendimiento de
frutos (g planta?), la variedad Jaguar no tuvo disminucion significativa en esta variable cuando la
severidad de la enfermedad incrementd. En contraste, en las variedades H-241 y H-224 se observo
disminucién significativa en la produccion de frutos por efecto de la severidad de la enfermedad,

(Cuadro 4). Esto se confirma con los estudios de Balachandran et al., (1997), quienes encontraron
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reducciones de variables como crecimiento y rendimiento en plantas sometidas a infecciones por
virus y otros estreses bidticos debido al mal funcionamiento de la fisiologia de la planta por

ocasionados por estos.
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Cuadro 4. Efecto de los begomovirus en la produccidon de biomasa de follaje, tallo, raiz y en el

numero y peso de frutos de plantas de chile habanero con diferentes grados de severidad.

Variedad

Severidad H-224 H-241 Jaguar

Follaje (g/planta)

Grado 1 38.7+55a 549+114a 55.9+29a
Grado 3 324+34a 394+54a 50.7+85a
Grado 6 25.3+59a 39.2+88a 478+108a

Tallo (g/planta)

Grado 1 67.8+10.8a 89.9+150a 88.7+39a
Grado 3 39.1+115ab 499+46ab 66.0 +13.6 ab
Grado 6 243+45b 38.4+11.7b 483+11.1b

Raiz (g/planta)

Grado 1 13.7+12a 20.8+30a 220+18a
Grado 3 6.0+1.1b 10.1+23b 16.2+2.9ab
Grado 6 40+0.7b 80+18b 8.7+13b

Numero de frutos (frutos/planta)

Grado 1 805+224a 91.3+285a 136.5+254a
Grado 3 85.6+059a 103.0+17.7a 119.5+16.3a
Grado 6 17.7+11.1b 742+274a 119.0+33.3a

Rendimiento de frutos (g/planta)

Grado 1 3444 +78.1a 479.2+1748a 5715+635a
Grado 3 396.2+56.5a 402.5+43.8 a 4745+ 309 a
Grado 6 73.7+50.1b 282.6 +105.6 b 476.2+120.8a

Medias + error estandar con letras repetidas en cada columna no son significativamente diferentes
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(Duncan, 0.05). Grado 1= planta asintomética, Grado 3= con enrollamiento y presencia de hojas
amarillas en las hojas apicales, Grado 6= severo enanismo, amarillamientos y distorsion severo de

hojas.

El dafio por la presencia de Begomovirus no tuvo efecto en la biomasa seca de follaje, esto
probablemente se deba a que el virus se concentra en las hojas, por lo que en éstas hay un mayor
contenido de almidoén, dando lugar a un aumento del &rea foliar para compensar la reduccion de la
tasa fotosintética, evidenciandose con mayor cantidad de hojas. Resultados similares fueron
reportados por Funayama et al., (1997), al observar una mayor tasa de crecimiento relativo y mayor
produccién de hojas en plantas infectadas con geminivirus en plantas de Eupatorium makinoi .

En el caso de la biomasa de tallo, esta variable disminuy6 significativamente en plantas con grado
severo de dafio en las tres variedades. Respecto al peso seco de la raiz, las tres variedades
obtuvieron mayores valores en esta variable en el grado 1, comparado con aquellas con grado de
dafo 3y 6. Estos resultados son similares a otros que indican que las infecciones por begomovirus
causan reducciones en la biomasa de raiz y el tallo (Pazarlar et al., 2013; Fries et al., 1996).

Para la variable rendimiento de frutos (g planta?), en las variedades H-224 y H-241 se observ6 una
disminucién significativa en esta variable en plantas con grado de dafio 6 comparado con aquellas
gue presentaron grado de dafio 1 o0 3. En contraste, la variedad Jaguar no presentd disminucion en
el rendimiento por efecto de las infecciones con Begomovirus. Berny et al. (2013) en un estudio
realizado con 5 genotipos de chile habanero, observé mayor rendimiento de frutos en el genotipo de
mayor resistencia a virosis, debido a que el funcionamiento fisioldgico de la planta era mejor en

estos.

2.4.5 Analisis molecular de presencia de Begomovirus en plantas dafiadas
Se analiz6 muestras de ADN de hojas correspondientes a plantas de las tres variedades de chile
habanero con sintomas virales tipicos para confirmar la presencia de Begomovirus. La

electroforesis en gel mediante PCR confirmd la presencia de Begomovirus en plantas sintomaticas
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de las tres variedades de chile Habanero evaluadas. La presencia de Begomovirus se determiné por

resultado positivo en la prueba de ADN viral con 800 y 600 pares de bases (Figura 1).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de la PCR de ADN viral. Carril 1 corresponde a
marcadores moleculares Hiperladder |, carriles 2 — 3 corresponde a la variedad H-224,

Carriles 4 - 7 corresponde a la variedad Jaguar, y carril 8 corresponde a la variedad H-241.

2.5 CONCLUSION

El potencial productivo de la variedad H-241 fue similar al de la variedad Jaguar. Las epidemias de
Begomovirus tuvieron un comportamiento similar en las tres variedades de chile habanero
estudiadas, sin embargo, la variedad Jaguar present6 menor severidad final. La mayoria de las
variables fisioldgicas disminuyeron significativamente por efecto de las infecciones de
Begomovirus en las tres variedades. Los componentes del rendimiento en la variedad H-224
disminuyeron en mas de 70% por efecto de las infecciones de Begomovirus, mientras que en las

variedades H-241 y Jaguar el efecto no fue de alta magnitud.
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