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RESUMEN

Para determinar el efecto la carga viral (cantidad de virus inoculado) e inoculacién en
edad fenoldgica en la manifestacion del sindrome en chile, se evaluaron cuatro niveles;
1, 2,10 y 15 ug de DNA viral que corresponden a 1.565 X10%, 3.13X10%, 1.565 X10" y
2.347 x10'5 genomas virales, respectivamente del primer factor y, los eventos de fenologia
para el segundo factor siguientes: 4-8 hojas verdaderas, 40 dias después del transplante,
antesis (prefloracion) y primera fructificacion.

Se trabajo con el geminivirus huasteco del chile (PHV) y se utilizaron diferentes poblaciones
bajo seleccion individual avanzada de chile ancho, pasilla, habanero y el CV. Sonora
Anaheim). La inoculacion o infeccidn de las plantas se realizoé por la técnica de biobalistica.
El disefio experimental usado fue completamente al azar.

Las variables de respuesta que se evaluaron fueron: infectividad, severidad del sindrome
y cantidad de DNA viral en la planta. La incubacion y desarrollo de los sindromes se
realizé en condiciones de invernadero.

Para el analisis molecular, se realizaron extracciones de ADN por el método de Dellaporta;
para confirmar la presencia del virus se realizé la técnica de PCR; y para determinar
concentracion viral la técnica de ELISA. La mayor severidad en la expresion del sindrome
se dio en estado de plantula y mayor concentracion viral en la planta se tuvo con la carga
viral de 2 ug (3.13X10™genomas virales) en la etapa de antesis.
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INTRODUCCION

Se tiene conciencia de que las solanaceas, son dafadas por enfermedades causadas
por geminivirus transmitidos por mosquita blanca desde mediados de los 80s del siglo
XX, ( Bemisia tabaci Genn. o B. argentifolii Bellows and Perring) (Garzén—Tiznado et al.,
1993; Torres-Pacheco et al.,1996).

Los geminivirus se caracterizan por tener genoma de ADN de cadena circular de uno o
dos moléculas y un tamafio de cada una de entre 2.5 y 2.9 Kb. La particula se ve como
dos poliedros regulares idénticos fusionados por una de sus caras (Lazarowitz et al.,
1992). Los geminivirus se clasifican en cuatro géneros de acuerdo con el vector que los
transmite, la planta hospedera a la que infectan y la organizacion de su genoma. Tales
géneros son: Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus y Topocuvirus (Fauquet et al., 2004).
Se estima que en la altiplanicie mexicana las perdidas por enfermedades de etiologia
geminiviral puede ser de hasta 40% en chile (Garzén Tiznado et al., 2002).

En México a las enfermedades asociadas a este tipo de virus, se les ha llamado “chino”
del jitomate en Sinaloa y en chile “planta atigrada” en Puebla (Garzén-Tiznado y Galindo-
Alonso, 1985). Garzén-Tiznado et al., (1993) y Torres-Pacheco et al., (1993) establecieron
a nivel molecular la etiologia de una enfermedad geminiviral llamada “rizado amarillo” en
el cultivo de chile en el sur de Tamaulipas. En este tipo de enfermedades han estado
involucrados geminivirus tales como el virus del Chino del tomate(CdTV), virus huasteco
del chile (PHV) y PepGMV (antes TPV) (Brown y Nelson, 1988; Garzon-Tiznado et al.,
1993; Torres-Pacheco et al., 1996).Con el fin de manejar racionalmente las enfermedades
gue causan estos patdgenos en chile, a los estudios de etiologia, siguieron los esfuerzos
encaminados al conocimiento epidemioldgico (Vera 2000, Garzon-Tiznado et al., 2003;
Méndez-Lozano et al., 2003).

Para establecer las bases para obtener variedades resistentes (Godinez-Hernandez, et
al., 2001; Lopez-Anaya et al., 2003 Lépez-Anaya et al., 2003, Fabiola 2004). Resumiendo,
los trabajos se han orientado a la determinacion de la distribucion de los gemnivirus en
las regiones productoras de México (Torres-Pacheco et al., 1996), plantas hospederas
alternativas (Garzon Tiznado et al., 2002) en incluso a la interaccién entre geminivirus
(Torres, 1997; Méndez-Lozano et al., 2003). Si embargo, es necesario complementar la
informaciéon de las condiciones en que se lleva el proceso de infeccion, la cantidad de
virus con se realiza la inoculacién o transmision y la edad fonoldgica en la que las plantas
son mas susceptibles a la infeccién o la enfermedad se manifiesta con mayor severidad.

En los cultivos de chile en México el geminivirus mas conspicuo es el huasteco del chile
(PHV) (Torres-Pacheco et al., 1996), el cual fue por primera vez reportado en 1993
(Garzén Tiznado,et al.,), pertenece al genero Begomovirus los cuales son transmitidos
por mosquita blanca, infectan a dicotiledéneas y su genoma esta constituido por dos
moléculas.



En cuanto a geminivirus y particularmente en el caso el virus huasteco del chile (PHV) no
se tiene informacién sobre algunos factores que pueden ser criticos para determinar la
severidad de los danos. Por ello este trabajo se enfocé a evaluar el efecto en la severidad
y otras variables asociadas al sindrome de la carga viral de inoculacion y de la edad de la
planta al realizarse la infeccion.

La suposicién de que las plantas es mas resistentes a cualquier estrés a medida que va
creciendo y desarrollandose es intuitiva (Balsubrahmanyam et al., 2000) y en cuanto a la
carga viral, se ha reportado que en el jitomate, inoculado con el virus de la marchitez
manchada (TSWYV), fue afectado de manera diferente tanto en incidencia como en el
rendimiento (Moriones et al., 1998), situacion que se ha demostrado también con plantas
transgénicas (Jan et al., 2000). Por lo antes citado en este trabajo se tiene como objetivo
evaluar los efectos de carga viral, fenologia de la planta, sobre el desarrollo del sindrome
en colectas de chile inoculadas con el virus huasteco del chile (PHV).

MATERIALES Y METODOS

Se usaron los siguientes materiales genéticos: 30-15, el pasilla Sel 12, el cv. Sonora
Anaheim y el habanero UX-SMH-55. Los factores considerados fueron: a) carga viral de
inoculacion (CVI), con los siguientes niveles: 1, 2,10y 15ug de DNA viral que corresponden
a 1.565 X10™, 3.13X10", 1.565 X100 y 2.347 x10' genomas virales respectivamente y
b) la edad fenoldgica de las plantas al momento de la inoculacion (EFI) y se incluyeron los
siguientes eventos: plantula en estado de 4-8 hojas verdaderas, 30-40 dias después de
transplante, antesis e inicio de primera fructificacién. Las condiciones de temperatura en
invernadero de 25-30°C, fueron constantes para todos los tratamientos.

El disefio de tratamientos ligdb cada experimento de manera baconiana, es decir, cuando
se evalué el efecto de la carga viral, la etapa fonoldgica de plantas 4-8 hojas fue constante,
en tanto que cuando se evalud el efecto de la inoculacion en diferentes etapas fenologicas,
la carga viral con la que se inocul6 fue constante (10 ug?. El disefio experimental fue
completamente al azar, cinco plantulas por unidad experimental y tres replicas. En el
analisis de la varianza de la informacion se empled el método ANOVA de Fisher. La
prueba de separacion media se realizé con la t de Tuckey.

Las variables en las cuales se determiné el efecto fueron: Infectividad misma que se
evalud visualmente en términos de porcentaje. Severidad, evaluada acorde a la escala
previamente reportada por Torres Pacheco (1997) y Godinez Hernandez et al., (2001).
Presencia viral esta variable se infirid a partir de un analisis inmunoenzimatico (ELISA
con el protocolo de AGDIA) y se reforzé la deteccion de la presencia viral por medio de la
PCR (Mullis et al., 1986). Para este ultimo caso, se amplificd la regiéon comun de PHV,
que es de aproximadamente 200 pb, con la finalidad de confirmar presencia o ausencia
del ADN viral del PHV.



Las condiciones utilizadas son las siguientes: Temperatura de desnaturalizacion: 94°C, 1
min. Temperatura de Alineamiento: 55° C, 1 min. Temperatura de extension: 72 °C, 2 min.
Los oligonucledtidos utilizados son el 240 y 241 (Torres Pachecoet al., 1996). Se emplearon
35 ciclos para la amplificacion. La inoculacion se realizé por medio de biobalistica (Garzon-
Tiznado et al., 1993) y la extraccion de ADN viral se realizé por medio del método de
Dellaporta et al., (1983).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la carga viral. La evaluacion de los efectos de cada uno de los factores se
realizé en las variables de infectividad, severidad en los sintomas y concentracioén viral en
las plantas tratadas a) En la infectividad. En la Tabla 1, se presentan los resultados de
infectividad, expresados en porcentaje de infeccion, se puede observar que con 307
billones de gendmas virales o sea 2 ng indujeron el mayor porcentaje de infeccién, no se
tuvo una alta infeccién cuando se inoculé con 15 ng, cantidad que légicamente tenia un
numero mayor de virus ( 2 312 billones), ni con la carga viral de 1 ng que es el menor
numero de virus (154 billones).

Tabla 1. Efecto en la variable infectividad, en porcentaje, de la inoculacion con
diferentes cantidades de virus.

Carga viral en Numero de genomas Porcentaje de infeccion
Mg virales %
1 1.541 x 10" 31.25
2 3.07x 10 ™ 59.3
10 1.541x10 ™ 29
15 2.312x 10" 20

Los geminivirus se multiplican en el nucleo y esta funcion, la expresion y la regulacion de
sus genes es dependiente de factores de la célula hospedera (i.e. ADN y ARN polimerasa,
factores transcripcionales, etc.). Lo anterior implica una alta dependencia a los procesos
equivalentes de sus hospedero (Torres-Pacheco, et al., 1996). Por ello, probablemente
en este caso, el resultado observado se deba a una competencia por los sitos de la
membrana nuclear y de los plasmodesmos. Como existe una competencia por dichos
sitios, probablemente se llegan a estorbar teniendo como resultado una baja eficiencia
de la interaccion virus-célula. También se puede tratar de un fendbmeno ligado mas a la
viscosidad de la muestra en la membrana para ejecutar la inoculacién por biobalistica.

b) En la severidad de los sintomas de las plantas. La mayor severidad del sindrome se
encontrd con la carga viral de 2 pg y el menor grado de severidad se encontré con una
carga viral de 1 ng, con 10,15 pg no existe diferencia (Figura 1).



Como en cuanto a la severidad de los sintomas se tiene también que la carga de 2 ug fue
la que indujo el mayor grado, probablemente ocurrié lo mismo que en el caso de la
infectividad, debido tal vez a que efectivamente exista una competencia con las cargas
mas altas, y con la de 2 ng sea mas facil entrar a los sitios de reconocimientos para la
interaccion entre el geminivirus y la planta.

Con los resultados obtenidos en severidad se puede observar que para este virus y en las
condiciones en que se inocularon las plantas; no existido una correlacion entre la cantidad
del virus y la severidad del sindrome. Se antoja especular que pocos vectores pueden
ocasionar una manifestaciéon importante de la enfermedad en una regiéon en época
determinada o muchos (vectores) pueden ser intrascendentes (Mann, et al., 1997).
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Figura 1. Efecto en la severidad en varias poblaciones de chile con diferentes cantidades
de inoculo viral. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa a un a=0.01,
C.V.=20.03%

c) En la concentracion viral dentro de las plantas inoculadas. Cuando se inoculé con una
carga viral de 15 g se indujo mayor concentracion de virus en la planta; en tanto que con
10 pg se propicié una menor concentracion viral en la planta (Figura 2). Un dato que hay
que resaltar es que la carga viral de 10 ug es la que se ha utilizado en varios estudios
anteriores (Grazén-Tiznado, et al., 1993; Godinez Hernandez et al., 2001., Anaya Lépez
etal., 2003). Notese que después de 15ug la carga que indujo mayor concentracion viral
fue la de 2ug.. Interesantemente, estos datos ponen en un plano paraddgjico el efecto
observado en el caso de la severidad. No obstante, si bien con la inoculaciéon con 2ug de
genomas virales se tuvo mayor eficiencia en la severidad, puede notarse que el siguiente
en esa misma direccion fue el tratamiento con 15ug.

Una explicacion factible puede estar en el hecho de que la inoculacion con 2ug puede ser
eficiente en términos mecanicos por evento y que la inoculacion con 15ug puede ser mas
eficiente en numero de eventos de inoculacién. De cualquier forma también en esta variable
el segundo mejor tratamiento en fu cuando se inoculd con 2ug.
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Figura 2. Efecto de la cantidad de virus con que se inocula en la cantidad de virus en la
planta. Letras diferentes indican diferencia significativa. a= 0.01 y C.V = 18.17%.

Efecto de la etapa fenoldgica. a) En la infectividad. Como se observa en la Tabla 2 en la
etapa fenoldgica de antesis fue donde se presento una mayor cantidad de plantas
infectadas con una inoculacién constante de 10 ug de genoma viral. Lo anterior quiza se
deba a que en esta etapa existe una mayor cantidad de meristemos; por las yemas florales
y vegetativas en donde hay grupos de células de los que se originan nuevas estructuras
a partir de los que se originan nuevas estructuras.

Es decir que en ese estado la planta al tener un mayor nimero de células en fase S, y
como las etapas de antesis y fructificacion son donde existen mas puntos meristematicos
por la proliferacion de yemas, florales el ADN viral tiene una mayor oportunidad de entrar
a los sitios especificos de la division celular y asi incrementar la probabilidad de infeccion
de la planta.

Tabla 2. Efecto en la infectividad de la inoculacién en diferentes etapas fenoldgicas.

Etapa fonolégica Porcentaje de infeccion
4-8 hojas verdaderas 37.5
30-40 dias después del 25
transplante
Antesis 71.4
Primera fructificacion 44.8

b) En la severidad de los sintomas de las plantas. En cuanto al efecto en esta variable se
detectd que en la etapa de 4-8 hojas verdaderas es en donde se induce un mayor grado
de severidad aunque en este sentido con el caso de la antesis no hay diferencias
significativas (Figura 3).



De acuerdo con Torres Pacheco et al., (1996), estos resultados permiten recrear la
inferencia de que las células infectadas de las plantas en 4-8 hojas verdaderas serian
llevadas a la fase S y probablemente la induccién de células en fase S en tejidos donde
no deben de existir este tipo de células produce trastornos de forma y funcion.

En el caso de la antesis la explicacién pudiera orientarse a aceptar el hecho de que al
haber mas puntos de crecimiento (células actualmente en fase S), la infeccién en la
planta se da en un numero mayor de puntos y consecuentemente la cantidad de replicacion
causa trastornos por abatimiento de fotosintatos, por ejemplo, tal como lo sugiere Godinez
Hernandez et al., (2001).
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Figura 3. Efecto en la severidad del sintoma cuando se inocula en diferentes etapas
fenolégicas. Letras diferentes indican diferencia significativa. a=0.01 y C.V.= 20.03%

c) En la concentracion viral dentro de las plantas inoculadas. Con relacién a esta variable,
se tiene que a partir de la antesis se favorecié de manera significativa la cantidad de virus
dentro de la planta (Figura 4).

Lo anterior luce consistente con la idea de bajo esas condiciones existe un numero
considerable de células meristematicas, como se menciond anteriormente dada la
proliferacion de yemas tanto florales como vegetativas; teniendo asi las condiciones para
que el virus se replique, cuando hay mas células en fase S (Accotto et al., 1993), y éstas
son mas cuando las plantas tienen muchos puntos meristematicos.

Cabe destacar que para las tres variables estudiadas en el factor de carga viral, se tiene
a la etapa de antesis como la mejor edad de la planta para generar el desarrollo del
sindrome del virus.
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Figura 4. Efecto en la cantidad de inoculo en la planta cuando se inocula en diferentes
etapas fenolégicas. Letras diferentes indican diferencias significativas. a=0.01 y C.V=35%.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % que muestra los resultados obtenidos
mediante la técnica de PCR efectuada en muestras de ADN de hojas apicales, que
presentaron sintomas posteriores a la inoculacion por biobalistica con el PHV. Carril 1:
Marcador de peso molecular, Carril 2: Control Positivo, Carril 3: planta con severidad 5,
Carril 4: planta con severidad 4, Carril 5y 6: planta con severidad 3, Carril 7 y 8 planta con
severidad 2, Carril 9: planta con severidad 1, Carril 10 Control Negativo. Carril 6 y 8: C.

chinense. Carril: 3,4,5,7,9: C. annuum.



Cabe sefialar que en todos los casos la inferencia que se hace de la cantidad de virus a
parir de la deteccion por ELISA, en cuanto presencia del genoma viral, se confirmo por
medio de la reaccion de PCR.

CONCLUSIONES

De acuerdo con las condiciones experimentales descritas los resultados obtenidos en
este trabajo sugieren que:

-La cantidad de inéculo viral influye la infectividad, la severidad del sintoma y la cantidad
de virus en la planta. Para fines practicos en ese sentido se induce la expresiéon de estas
vari abl es a ni vel es mas altos cuando se i nocula con 2?g de vi rus (3. 13X1fgenomas
virales).

-Las etapas mas sensibles a la infeccidon en términos de severidad es cuando la infeccion
ocurre cuando se tiene estado de Plantula o bien se inicia la floracion.

-El riesgo mayor de infeccion y de propagacion del indculo ocurre a partir de que la planta
entra a la etapa de antesis.
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