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RESUMEN

Para manejar mejor las enfermedades virales, particularmente en chile, es necesario
implementar estrategias racionales. Aun cuando en algunos casos se realizan monitoreos
para orientar las aplicaciones no se tienen referencias de la edad en que la proteccion de
la planta ya no es necesaria, tampoco de la carga viral critica, ni de las condiciones de
temperatura y humedad relativa que favorecen la enfermedad. Por ello, en este trabajo
se tuvo como objetivo determinar el efecto de la cantidad de in6culo y la etapa fonoldgica
de la planta en el proceso de infeccion. Como modelo de virus cuyo genoma es de RNA
y por su importancia, se utilizé el virus jaspeado del chile (TEV) el cual se inoculdé con
“frotacion con carborundum”.

Los factores evaluados fueron: la cantidad de virus inoculado y la edad de la planta.
Paralelamente se analizé el efecto de la temperatura y la humedad relativa. Para la
deteccion de la presencia y cuantificacion viral se recurrié a la ELISA. Se incluyeron 4
materiales de chile: Sonora Anaheim, Tecamachalco Puebla 10-1-2 frutos largos, Chilpaya
y Yucatan SMH-22. Los resultados de este trabajo sugieren que en severidad y cantidad
de virus en la planta, la dilucion cuyo efecto fue mayor fue 10-'(D.O 0.091). Por otro lado
a partir de la antesis se observd mayor severidad y en este caso correlacionada con una
mayor concentracion viral en la planta. Finalmente en general una humedad relativa mayor
de 70% y una temperatura de 20°C. favorecen el desarrollo de la enfermedad.
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INTRODUCCION

Entre las enfermedades de caracter infectivo mas importantes en chile, solanacea cuyo
centro de origen es México (Laborde y Pozo, 1984), estan las de etiologia viral y de
acuerdo con estudios recientes, el virus jaspeado del tabaco (TEV) es uno de los virus
que se encuentran mas diseminados en las diferentes regiones donde se cultivan chiles
(Vera, 2000).
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Las enfermedades causadas por este virus tienen gran importancia en México y otros
paises, por las perdidas que van desde 20 hasta el 100% cuando el virus ya esta
completamente establecido en el cultivo (Morales-Batalla, 2001). Por ejemplo, en el
estado de Guanajuato se estiman pérdidas de entre 36-120 millones de pesos cada
ano por el efecto del ataque de los virus entre los que destacan el geminivirus huasteco
del chile (PHV) y el virus jaspeado del tabaco (TEV), y se estima que por intentos fallidos
del manejo de la enfermedad se aplican en el ambiente un excedente de 50 ton. con
costos de 3 millones de pesos, independientemente del dafio al medio (Garzon-Tiznado
et al., 1993; Torres-Pacheco et al., 1996).

Al TEV, ademas de conocérsele con el nombre de Tobacco Etch Virus, se le denomina
con otros sinénimos como Datura Virus Z y Tomato Etch Virus (Francki et al., 1985). El
TEV es un Potyvirus y estos virus se caracterizan por tener varillas filamentosas flexibles
de 680-900 nm de longitud x 11 nm de ancho, tienen un coeficiente de sedimentacion de
150 Sv y una densidad de 1.31 g/cm® en CsCl, poseen un genoma de una sola cadena
de RNA positivo con peso molecular de 3-3.5 x 16°, su capside esta formada por
subunidades constituidos por un solo polipéptido de un peso molecular de 32-34 x 10°
(Matthews, 1979; Hiebert et al.,1979).

Rodriguez en 1971 presentd una amplia descripcion del sindrome de este virus en chile
ancho que consistié en plantas con un desarrollo reducido que destaca a la vista por el
color verde amarillento que contrasta con el verde normal de las plantas sanas, si la
infeccion fue tardia, los brotes nuevos que crecieron posteriormente, son de menor
tamano y amarillentos, y se diferencian del resto porque conservan su apariencia y
tamano normal.

En hojas y frutos es posible observar el contraste entre areas amarillentas que alternan
con otras de color verde normal, lo que le da apariencia de un mosaico. Las hojas y
frutos se deforman, los frutos no alcanzan su tamafio normal y son encorvados. El
numero de semillas se reduce y sélo algunas alcanzan a completar su desarrollo. La
produccion de flores es reducida. Este virus es especialmente frecuente en la region de
la Huasteca, donde causa dafnos de importancia econdmica. También esta presente en
la region de Delicias, Chihuahua (Nuez et al.,1996).

Con la finalidad de aporta elementos al diagnostico que permitan disefar mejores
estrategias de manejo de las enfermedades se estima que la informacion sobre algunos
factores que pueden ser criticos para determinar la severidad de los dafos puede ser
util. La suposicion de que las plantas es mas resistentes al estrés a medida que se
desarrolla 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 (TSWV),
fue afectado de manera diferente tanto en incidencia como en el rendimiento con
diferentes cantidades de indculo, situacion que se ha demostrado también con plantas
transgénicas. Por ello este trabajo se enfoco 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.



Teniendo como referencia lo sefalado, en este trabajo se tuvo como objetivo evaluar los
efectos de carga viral, y la inoculacién de la planta en diferentes etapas fonoldgicas
sobre el desarrollo del sindrome en colectas de chile inoculadas con el virus jaspeado
del tabaco (TEV), y de esta manera fue generar informacién para disefiar practicas que
permitan reducir la aplicacion de pesticidas en el manejo de enfermedades de etiologia
en chile.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo bajo condiciones de invernadero y en los laboratorios
de la Unidad de Biotecnologia del Campo Experimental Bajio, perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones, Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Se usaron los
siguientes materiales genéticos: Sonora Anaheim, Yucatan SMH-22, Tecamachalco
Puebla y una seleccion de Chilpaya.

Los factores considerados fueron: a) carga viral de inoculacién (CVI), con los siguientes
niveles: 10" con una D.O. de 0.107, 10" con una D.O. de 0.091 y 102 con una D.O. de
0.072 y b) la edad fenolégica de las plantas al momento de la inoculacién (EFI) y se
incluyeron los siguientes eventos: 4 hojas verdaderas (Figura 1), plantas en antesis (Figura
2) y primera fructificacion (Figura 3). Las condiciones de temperatura en invernadero de
25-30°C, fueron constantes para todos los tratamientos. El disefio de tratamientos ligd
cada experimento de manera baconiana, es decir, cuando se evaluo el efecto de la carga
viral, la etapa fonoldgica de plantas 4 hojas fue constante, en tanto que cuando se evalué
el efecto de la inoculacion en diferentes etapas fenoldgicas, la carga viral con la que se
inoculd fue constante (10'?. 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 separacién medias se
realizé con la t de Tuckey.

Figura 1. Plantula con 4 Figura 2. Planta en Figura 3. Planta en
hojas verdaderas antesis primera fructificacion

La planta movilizara las sustancias que forman parte de sus tejidos (hojas) hacia los
frutos, iniciando por las hojas mas viejas y luego las intermedias hasta llegar a las mas
jovenes, y si esto aun no es suficiente la planta utilizara las reservas almacenadas en los
tallos.



Las variables en las cuales se determiné el efecto fueron: Severidad, evaluada acorde a
la escala previamente reportada por Torres Pacheco(1997) y Godinez Hernandez et al.,
(2001). Presencia viral esta variable se infiri6 a partir de un analisis inmunoenzimatico
(ELISA con el protocolo de AGDIA).

El inéculo fue preparado triturando 1 gr de tejido enfermo en un mortero previamente
esterilizado con 10 ml de Buffer de extraccion general. Se tomaron 10 ml de la molienda
y se coloco en un tubo de ensayo de 15 ml, esto fue para la dilucion 10'. Para la dilucion
10, se tomo de la dilucidon 10" 1ml y se aforo a 10 ml con Buffer de extraccion General.
Para la dilucion 102, se tomo de la dilucién 10" 1ml y se aforo a 10 ml con Buffer de
extraccion General. La inoculacion se realiz6 de manera mecanica. La temperatura y
humedad relativa. Se tomaron con un censor para su analisis posterior por medio de la
computadora.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la cantidad de virus inoculada en la severidad. En este caso al parecer se
evalud el espectro posible de respuesta ya que se define una curva de respuesta de
manera muy clara. En el Cuadro 1 y la Figura 4, se muestra e ilustra las diferencias
entre las medias de la variable severidad. Se puede observar que la dilucién de 10! fue
la que causo un mayor grado de severidad. Estrictamente la diferencia de la respuesta
con los otros niveles fue igual estadisticamente, por lo que las diferencias percibidas
son producto del error experimental.

En el presente trabajo se registré que la dilucién viral cuyos efecto fue mayor en las
plantas fue la de 10-'(D.0.0.091) y la de menor efecto fue 102 (D.0.0.072), tanto en la
variable de severidad como en la de concentracion viral se tuvieron los mismos resultados.
Una explicacion al fendmeno puede ser que cuando se inocula con pocos virus este no
alcanza una concentracion necesaria para causar un sindrome importante. Por otro lado
cuando hay exceso pudiera haber inhibicidén alosterica en los sitios de interaccion a nivel
celular con la planta que pudiera ser el caso de la carga viral 10" (Torres-Pacheco, |.
1997).

Cuadro 1. Comportamiento en severidad en plantas de chile
cuando se inoculé con diferentes cargas virales.

CARGA VIRAL SEVERIDAD SEPARACION DEMEDIAS TUKEY
10(D.0.0.091)  2.7200 A
10'(D.0.0.107) 2.4100 AB
102(D.0.0.072)  2.0100 B

*Las letras diferentes indican diferencia estadistica



Figura 4. Efecto de la
inoculacion con TEV en
diferentes cantidades.
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Efecto en la cantidad de virus en la planta. En el Cuadro 2 y la Figura 5, se observa que

la carga viral que repercutié en una mayor concentracion viral en la planta fue la de 10
'y la que menor efecto tuvo fue la de 102.

Cuadro 2. Comportamiento de la concentracion viral en plantas de chile
cuando se inoculé con diferentes cargas virales de TEV.

camonviaL TR
107(D.0.0.091) 0.19746 A
107(D.0.0.107) 0.14956 AB
10?(D.0.0.072) 0.09779 B

*Las letras diferentes indican diferencia estadistica significativa

Con respecto al factor de carga viral, practicamente no hay estudios consistentes. Hilije
en 1996, reporta una experiencia con geminivirus en jitomate, al parecer con el virus de
la cuchara (TYLCV), dice que dos mosquitas blancas (vector) por planta son necesarias
para ocasionar la enfermedad en la planta causando a su vez dafios significativos.

Figura 5. Efecto de la
inoculacién con TEV en
diferentes cantidades la
concentracion viral en la
planta.
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No obstante, no siempre la cantidad de vectores correlaciona directamente con la magnitud
de la epidemia. Pocos vectores pueden ocasionar una manifestacion importante de la
enfermedad en una region en época determinada o muchos (vectores) pueden ser
intrascendentes (Mann et al., 1997). Una de las situaciones que ha dificultado la realizacion
de este tipo de trabajos ha sido la carencia de metodologias precisas para medir esta
variable (Forrest, 1997).

Efecto de la inoculacién en diferentes estados fenolégicos. a) en la severidad; En el
Cuadro 3 y la Figura 6 se muestra que las plantas que fueron inoculadas en la etapa
fenoldgica de primera fructificacion presentaron sintomas mas severos. Interesantemente
las plantas que se inocularon en estado de plantula fueron las que mostraron sintomas
Mmenos severos.

Cuadro 3. Comportamiento en severidad en plantas de chile
cuando se inoculé en diferentes etapas fenolégicas.

ETAPAFENOLOGICA SEVERIDAD SEPARACION DEMEDIAS DE TUKEY
Fructificacion 3.7800 A
Antesis 2.9300 B
Plantula 2.4100 C

*Las letras diferentes indican diferencia estadistica

3.78

Figura 6. Efecto en los
sintomas cuando se
inocula al inocula en
0 diferentes etapas
Plantula ~ Ante a fenolégicas con TEV

Si se tiene en cuenta que muchos metabolitos que se han involucrado en mecanismos
de defensa contra diferentes tipos de estrés y la produccion de tales metabolitos, por
ejemplo antivirales, cambia en calidad y cantidad a medida que se da el crecimiento de la
planta (Balasubrahmannyam et. al., 2000), en este sentido los resultados nuestros sugieren
un comportamiento diferente, que coinciden mas con (Lopez-Martinez 2003).

Al inicio de la etapa de fructificacion es mas importante la traslocacién de las reservas
almacenadas en las raices, tallos y hojas hacia los nuevos 6rganos en crecimiento:
semillas y frutos.



La planta movilizara las sustancias que forman parte de sus tejidos (hojas) hacia los
frutos, iniciando por las hojas mas viejas y luego las intermedias hasta llegar a las mas
jovenes, y si esto aun no es suficiente la planta utilizara las reservas almacenadas en los
tallos. La orden metabdlica es tan fuerte, que la planta puede llegar a perder todo su
follaje, pero no sus frutos; aunque sean pequefos estos permaneceran con algunas
semillas viables que aseguren la preservacion de la especie. Por ello quiza se debilitan
algunas defensas como el caso que aqui se comenta. En la concentracion viral en las
plantas. En cuanto a esta variable no hubo diferencia significativa a. Por lo que las
diferencias observadas estrictamente pueden ser producto del azar o error experimental.

Influencia de la temperatura y la H.R. en las diferentes poblaciones de chile. En general
se observo que a una H.R. mayor del 70% y temperaturas entre 17 y 20°C, producen un
alto indice de severidad en todas las poblaciones de chile estudiadas. En Sonora Anaheim
se obtuvo un mayor indice de severidad cuando se presento una temperatura alrededor
de los 20°C, y una H.R. relativa mayor del 70%.

En cuanto a la poblacion de Tecamachalco Puebla se mostro insensible a la temperatura
y a la humedad relativa. En la poblacién de Yucatan, cuando se presento una temperatura
alrededor de los 18 y 19°C, y una H.R. mayor del 70% se obtuvo un mayor indice de
severidad sobre todo cuando la planta se inocul6 en la etapa de primera fructificacion. En
Chilpaya se obtuvo un mayor indice de severidad cuando se presento una temperatura
alrededor de los 17 y 19°C, y una H.R. relativa mayor del 70%. La temperatura tiene
efecto sobre el metabolismo de la planta, en el vector y en el virus (Judd et. Al., 1991).
Hay casos de inactivacion con los cambios de temperatura, tanto en condiciones in vitro
como in vivo en virus como el de la marchitez manchada del tomate (TSWV) (Roggero
y Pennazio 1996.) Es importante también tener en cuenta que la temperatura puede ser
un factor que determine la interaccion virus-variedades en un sentido o en otro, es decir,
una variedad puede ser resistente a una temperatura pero no a otra (De Jagger, 1977).

CONCLUSIONES

La dilucion viral que mas efecto tuvo en las plantas fue la de 10" (D.0.0.091), y la de
menor efecto fue 102 (D.0.0.072). Las plantas se vieron mas afectadas en severidad y
concentracion viral cuando se inocularon en la etapa de primera fructificacion y mostraron
una alta severidad cuando se inocularon en etapa de antesis. A una temperatura entre 17
y 20°C y una H.R. mayor de 70% aumenta la severidad en todas las poblaciones excepto
en Tecamachalco Puebla.
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