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RESUMEN

Se estudiaron cuatro poblaciones de chiles silvestres y una poblacion de chile criollo
del Estado de Sinaloa. Se pusieron a prueba para observar Ia resistencia al virus

con las de otros aislamientos de PHYVWV registradas en el Gen Bank (NCBI). La
noculacion se realizé mediante el método de injerto. Las variables de estudio fueron
altura de planta, diametro de tallo, largo y ancho de hoja, dias a floracion, dias a los
primeros sintomas, nivel de dano, numero de frutos por planta, nimero de semillas
por fruto; peso de semilla, numero de semilla por planta, peso de semilla por planta.
Las muestras tomadas de las plantas injertadas con PHYVV resultaron positivas para
‘a2 amplificacién del fragmento esperado de 350 pb. En dias a los primeros sintomas,
presentaron una media entre 8.72 y 16.33 dias. En el nivel de dano, presentaron una
media entre 0.89 y 7.54. En Ia distribucion de los sintomas la poblacion Buyubampo
obtuvo una media 6.89 E| Mahone 4.47, Lo de Vega 7.54, Yecorato 5.85, Cola de
Rata, Resistente 0.89, Susceptible 7.11. En altura de planta las poblaciones
presentaron una media entre 63.89 y 77.56 cm, didmetro de tallo entre 8.09 y
11.08mm, largo de hoja presentaron una media entre 26.17 y 42.14mm y para ancho
de hoja entre 15.16 y 18.32 mm, dias a la floracién entre 85.88 y 104.37 dias, nimero
de frutos entre 4.44 y 23.29 frutos, nimero de semillas por fruto entre 4.87 y 10.05
semillas, peso de semilla entre 1.46 y 4.18 mg, nimero de semillas entre 26.13 y
304.04 semillas, peso de semilla por planta entre 0.07 y 1.44 g. En la mayoria de las
caracteristicas medidas la que obtuvo mayor cantidad de variacién se distribuyé entre
poblaciones. De la variacién fenotipica total observada en todas las caracteristicas
medidas, en promedio 50.81% tiene una base genética, de la cual 3.98% se
distribuyd entre poblaciones y 3.05% dentro de poblaciones (entre familias). En las
comrelaciones fenotipicas, el nivel de dano se correlaciono negativamente con los
valores de los dias de aparicion a los primeros sintomas -0.2463, nimero de frutos -
0.4636, altura de planta -0.4576, largo de hoja -0.1490, peso de semilla -0.2482,
numero de semillas -0.3628, nimero de semillas -0.4127, peso de semillas por
planta -0.3658 y con dias a la floracién se correlaciono positivamente 0.3847. En las
Correlaciones genéticas, el nivel de dafo se correlaciono positivamente con los
valores de dias a la floracién 0.4843 y negativamente con nimero de frutos -0.5962,
altura de planta -0.5243, peso de semilla -0.4534, numero de semillas por fruto -
06110, nimero de semillas por planta -0.5686 y peso de semillas -0.5457. Las
poDiaciones silvestres y criollas del Estado de Sinaloa cuentan con una gran
vanabilidad genética para encontrar resistencia a PHYVV, la cual puede ser utilizada
Para programas de mejoramiento genético.

Palabras clave: /noculo, Recursos geneticos, Injerto.
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ABSTRACT

Four populations of wild chilies and chili Creole population of the State of Sinaloa were
studied. They were tested to observe huasteco virus resistance (PHYVV) and its
influence on the morphological changes in the plant. 3 design used random blocks. For
the inoculum source barbed pepper plants grow Grande®, who showed symptoms
caused by PHYVV and grafted pepper plants growing in Maverick® were collected.
Grafted plants were kept in wooden cages entomological. to PHYVV it was identified
oy PCR method using the primers 240 and 241. The sequence aobtained was
compared with other isolates PHYVV registered in GenBank (NCBI). The inoculation
was performed by grafting method. The study variables were plant height, stem
diameter, leaf length and width, days to flowering, days to first symptoms, level of
damage, number of fruits per plant, number of seeds per fruit, seed weight, number
seed per plant, seed weight per plant. Samples taken from the grafted plants with
PHYVV tested positive for amplification of the expected 350 bp fragment. In days of
the first symptoms, they showed an average between 8.72 and 16.33 days. At the
‘evel of damage, they showed an average between 0.89 and 7.54. In the distribution of
the symptoms Buyubampo population had a mean 6.89 4.47 Mahone, Lo de Vega
7.54, 5.85 Yecorato, Rat Tail, resistant 0.89 7.11 Susceptible. Height of plant
populations showed a mean between 63.89 and 77.56 cm, stem diameter between
8.08 and 11.08mm, leaf length showed a mean between 26.17 and 42.14mm and
blade width between 15.16 and 18.32 mm, days to flowering between 85.88 and
104.37 days, number of fruit between 4.44 and 23.29 fruits, number of seeds per fruit
Detween 4.87 and 10.05 seeds, seed weight between 1.46 and 4.18 mg, seed number
oetween 26.13 and 304.04 seeds, seed weight per plant between 0.07 and 1.44 g.In
most of the measured characteristics which obtained greater amount of variation it was
distributed among populations. Of that observed in all the characteristics measured on
average 50.81% total phenotypic variance has a genetic basis, of which 3.98% was
distributed among populations and 3.05% within populations (between families).
Phenotypic correlations in the level of damage was negatively correlated with the
values of the day of occurrence of the first symptoms -0.2463, -0.4636 number of
fruits, plant height -0.4576, -0.1490 leaf length, seed weight -0.2482 , seed number -
0.3628, -0.4127 number of seeds, seed weight per plant and -0.3658 days to flowering
was correlated positively 0.3847. In the genetic correlations, the damage level was
positively correlated with the values of 0.4843 days to flowering and negatively with
fruit number -0.5962, -0.5243 plant height, seed weight -0.4534, number of seeds per
fruit -0.6110. -0.5686 number of seeds per plant and seed weight -0.5457. Wild and
native populations of Sinaloa have a large genetic variability for resistance to PHYVV,
which can be used for breeding programs.

» k

0 ¢

J

Keywords: Inoculated, Genetic Resources, Graft.
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I. INTRODUCCION

El chile es una hortaliza que forma parte del grupo de los principales productos
hortofruticolas de exportacion, es el cultivo horticola mas importante en México
considerando la superficie que se siembra. De acuerdo con cifras mundiales de
comercio, México es el principal exportador de chile verde y sexto lugar en ventas de
chile seco (SIAP., SAGARPA., 2013.), parte de la problematica del cultivo son las
enfermedades que contribuyen a que haya una disminucion en los rendimientos de
los cultivares asi como la pérdida de la produccion (FAOSTAT, 2010).

Mexico es uno de los paises con mayor diversidad vegetal y uno de los principales
centros de domesticacion de plantas en el mundo (Harlan, 1971). En particular el
chile (Capsicum spp.) fue una de las primeras plantas domesticadas en el
Continente Americano (MacNeish, 1974). El género Capsicum (Solanacea) esta
conformado por alrededor de 30 especies distribuidas desde el sur de Los Estados
Unidos, hasta el norte de Argentina (Pickersgill, 1984).

Se considera que C. annuum ha sido domesticada en México (Pickersgill, 1984) y de
todas las especies domesticadas es la de mayor importancia econémica y la que
presenta mayor variabilidad en tamano, forma, y color de sus frutos. A ella
pertenecen los chiles “de arbol” o “cola de rata”, “anchos”, “serranos”, “jalapefios” y

“morron”, entre otros.

El género esta agrupado en la Familia Solanaceae o Solanaceas. Familia de gran
importancia econdémica por incluir cultivos como la papa, el jitomate, tomate,
tabaco, asi como, varias especies con utilidad medicinal (L6pez-Riquelme, 2003;
Cardenas, 2010). Este género estd formado por alrededor de 30 especies
(Hemandez-Verdugo et al., 1999), de las cuales C. annuum, C. chinense, C.
futescens, C. baccatumy C. pubescens son domesticadas. De las domesticadas, C.

annuum es la especie de mayor importancia economica, se cultiva ampliamente en

todo el mundo y se considera que fue domesticada en México (Pickersgill, 1971a).




Desde que Cristdbal Coldn, en la busqueda de especias, confundié el chile con la
pimienta negra y llevo a Espana un cargamento de lo que él llamd “pimiento”, el
producto americano cuyo verdadero nombre era el nahuatl chilly, cautivo los

paladares europeos y asiaticos.

Capsicum es un género descrito por Carlo Linneo, se cree que el nombre asignado
deriva del griego kapto, que significa “picar” y que es su principal caracteristica
(Salazar y Silva, 2004); sin embargo, Lépez-Riquelme (2003) menciona que significa
“caja’, en alusion a que las semillas estan encapsuladas en una especie de caja,

aunque de acuerdo a su tipo, el fruto es clasificado como una baya.

De acuerdo con Zapata et al, (1992), su clasificacion taxonémica es la
siguiente:

Reino: Vegetal

Tipo: Fanerogama

Divisién: Spermatophyta

Clase: Dicotiledonea

Subclase: Simpétala o Gamopeétala

Orden: Solanales o Tubiflorales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Los principales agentes patogénicos son: hongos, nematodos, bacterias y virus,
siendo estos ultimos los de gran importancia, por los dafios gque causan én la
agricultura ya que las pérdidas van del 20 hasta 100% de la produccion (Barrera—
Pacheco et al., 2008).

m

Jsirus huasteco vena amarilla del chile (PHYVV) es una de las principales limitantes
el cultivo del chile (Capsicum spp.) en México (Holguin-Pena et al., 2007). Este
Jirus pertenece al género Begomovirus, (Subgrupo i), perteneciente a la familia
Geminiviridae (Palmer y Rybicky, 1997). Su genoma bipartita es transmitido por

Bemisia tabaci G y tiene como hospederos a diferentes dicotiledoneas como

2
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Capsicum spp., Solanum lycopersicum, Nicotiana spp., Physalis spp., Solanum
rostratum, Cucurbita spp., Helianthus annuus, Datura spp., Carica papaya, Sorghum
halepense y Melia azedarach (Méndez-Lozano ef al., 2003).

PHYVV fue reportado por primera vez en el estado de Tamaulipas en el norte de
México (Garzdn-Tiznado et al., 1993). Se encuentra ampliamente distribuido en el
pais de México y en el sur de Estados Unidos de América (Torres-Pacheco et al.,
1996). Los principales sintomas que causa PHYVV en plantas de chile son:
amarillamiento de las nervaduras, distorsién, mosaico amarillo y enrrollamiento de
hojas, detenimiento del crecimiento de la planta y reduccion del rendimiento (Garzon-
Tiznado et al., 1993).

El manejo de este Begomovirus se basa en la aplicacién de productos quimicos
contra los insectos vectores, las cuales son parcialmente efectivas, elevan los costos
de produccion y biopeligrosas (Borah y Dasgupta, 2012).Una alternativa para el
control de este patdgeno es el desarrollo de cultivares resistentes para Begomovirus
(Shankarappa ef al., 2008).Los parientes silvestres de las plantas cultivadas son un
recurso genético importante que constituye un acervo de genes primario, lo cual
puede ayudar a resolver problemas de la agricultura actual, tales como tolerancia o
resistencia a plagas y enfermedades, y aumentar la calidad y cantidad de la
produccion (Hernandez-Verdugo et al., 1998).

La falta de conocimiento sobre diversidad genética que conservan los productores en
sus parcelas de cultivo, el traspatio o huertos familiares, conlleva al conocimiento
imitado de la distribucion geografica del género Capsicum en México y de la
variabilidad de las especies que se cultivan de forma comercial y para autoconsumo
(Latournerie et al., 2002). En ese sentido, los recursos fitogenéticos relacionados con
el género Capsicum, adquieren gran relevancia por el potencial genético que
presentan y por ser la base para obtener variedades mejoradas (Moreno-Pérez et al.,
2011). Al respecto, Rodriguez et al. (2007) indican que se requiere caracterizar y
rescatar la diversidad genética que se encuentra dispersa en las variedades criollas y

en los parientes silvestres de Capsicum spp., ya que constituyen un arsenal para el

mejoramiento genético del cultivo.




_a caracterizacion morfolégica de los recursos vegetales, es de utilidad, porque
permite definir una serie de descriptores Utiles de importancia agrondémica o de

siasificacion e identificacién de grupos genéticos. En particular, los estudios
=alizados sobre la diversidad del género Capsicum, se han basado en métodos

Perez ef al,, 2011); en los que se ha encontrado variaciéon en caracteres relacionados
con la fenologia, la arquitectura de la planta, la flor y la forma del fruto (Bosland y
Jotava, 2012). Siendo los érganos mas importantes para la descripcién morfolégica
aguelios que tienen menos influencia del ambiente, como el fruto, las hojas v el tallo
Hemandez-Verdugo et al., 1998).

Il. JUSTIFICACION

Actualmente es necesario complementar el conocimiento acerca de la
resistencia de poblaciones silvestres de México con respecto a PHYVV, ya que

estas pueden ser utilizadas en el mejoramiento de variedades cultivadas que

Jurante los dltimos afios han sido afectadas por geminivirus.




Il. HIPOTESIS

s variedades silvestres y criollas de Capsicum annuum albergan un conjunto

enes que pueden servir y ser utilizados en la resistencia a distintas

[

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

entficar plantas resistentes a PHYVV en variedades silvestres y criollas de

Capsicum annuum.

Objetivos especificos
1. Detectar plantas resistentes de Capsicum annuum a PHYVV.

2. Analizar la presencia del patégeno molecularmente (PHYVV) en la fuente de

noculo, insectos y genotipos.

Anzlizar la expresion fenotipica de los genotipos de chile infectados con

Lad

1)

.- Estimar la distribucion de la variacion entre poblaciones, entre familias y dentro de

familias en las caracteristicas medidas.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion del experimento

=! trabzjo se estableci6 en un area aislada con malla antiafidos dentro del
mwemadero instalado en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
“niversidad Autdnoma de Sinaloa, situada en el km 17.5 de la carretera Culiacan-

Sidorado, geograficamente localizado a 24° 37' 24.40" de latitud Norte y 107° 26’
3569 de longitud Oeste, a una altitud de 38.54 msnm.

5.2. Germoplasma utilizado

Se utilizaron frutos maduros de cuatro poblaciones de chiles silvestres Yecorato (Y),
Lo de Vega (LV), El Mahone (EM), Buyubampo (BY) y una poblacién de chile criollo
CR) del Banco de germoplasma del Laboratorio de Recursos genéticos de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autdnoma de Sinaloa, dichos frutos fueron
colectados en el norte del Estado de Sinaloa, se extrajo la semilla y se traté con

2cido giberélico a 1000 ppm en agua destilada, dejandolas en reposo durante 30 h.

5.3. Siembra

Se realizd el 22 de abril del 2014 en charolas poliestireno de 200 cavidades las
cuales fueron desinfectadas con cloro: en relacién 1:1 y después fueron lavadas con
agua, posteriormente fueron llenadas con sustrato Peat-Moss donde se depositd

una semilla por cavidad y se cubrid con vermiculita para ser regadas con la finalidad

—-—— -

W]

ntener la humedad necesaria para la germinacion.




5.4 Trasplante

=ste se realizo el 24 de junio del 2014 en bolsas con diez kilogramos de suelo de

2Uvion, a una separacion de 30 cm por bolsas, 130 cm de distancia entre surcos.
5.5. Diseno experimental

Se utilizo un disefio de 3 bloques al azar con respecto a la poblacién y dentro de

c=da poblacion las familias.
5.6. Fuente de in6culo viral

Se colectaron plas de plantas de chile cultivar Grande® (Seminis) con los sintomas
causados por PHYVV vy se injertaron en plantas de chile cultivar Maverick® (United
Senetics) para la incrementacion y conservacion del indculo viral. Las plantas
njertadas fueron mantenidas en jaulas entomolégicas de madera a prueba de
nsectos (40 cm de largo, 40 cm de ancho por 60 cm de altura) y cubiertas con tela

de organza.
5.7. ldentificacion del virus en la fuente de inoculo

Se identifico a PHYVV mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa
PCR) usando los iniciadores 240 y 241 que amplifican un fragmento especifico de
350 pares de bases de la region intergénica del componente A del virus. La
exiraccion de ADN fue realizada por el método reportado por Dellaporta et al. (1983).
-as reacciones de PCR fueron llevadas a cabo por lo descrito por Anaya-Lopez et al.
2003) en un termociclador (Bio-Rad C 1000 TM Thermal Cycler). Los productos de
=CR fueron analizados por electrofaresis en agarosa al 1%. El fragmento amplificado
fue purificado con el uso de microcolumnas comerciales (PurelLink) y posteriormente
secuenciado de acuerdo con lo descrito por Sanger et al (1977), en el LANGEBIO
CINVESTAV-Irapuato, México) para confirmar la presencia de PHYVV. La secuencia

ootenida se compard con las de ofros aislamientos de PHYVV registradas en el Gen

Sank (NCBI). La estimacion de la similitud de las secuencias analizadas se hizo con
programa BLAST (http:/ /www.ncbi.nim.nih.gow/BLAST /; Altschulf et al (1990).




5 8 Metodo de inoculacion

moculacion se realizé mediante el método de injerto, para lo cual se hizo un corte

lll

supercial en el patron donde se coloco una pl’Ja de las piantas infectadas con el

0 2gua cada dos horas para evitar la deshidratacion del injerto.
3.2 Vanables de estudio
521 Dias a los primeros sintomas y nivel de dafo

38511, Dias a los primeros sintomas: dias transcurridos desde el dia de la

R— "‘""I"‘

mocuacion hasta la aparicion de los primeros sintomas.

5.8.1.2. Nivel de dano: Se realizaron cuatro evaluaciones a los 15, 30, 45 y 75 dias

2espues de la inoculacion (ddi), se evaluaron en base a una escala de 10 puntos (0

Y

=) reportada por Torres-Pacheco et a/ (1997) (Cuadro 1), a la cual se le otorgd un

vawor al nivel de expresion de cada uno de ellos.

—uadro 1. Escala utilizada para la evaluacion de los sintomas observados en plantas de Capsacum
annuum.

miimetro de diametro, solo visible exponiendo las hojas a la luz.

‘e puntos ligeramente amarillos en grupos aislados en las hojas apicales.

os de puntos aislados empiezan a observarse como una red, preferentemente en la
2s hojas apicales.

=c es completamente visible.
on de protuberancias en forma de insulas en las partes medias de las hojas que
<iaron los primeros sinfomas.

n
"

e~

-=2s profuberancias empiezan a curvar las hojas ligeramente.
\=s curvadas se empiezan a distorsionar, dejando el envés de las mismas hacia fuera.
= distorsionan completamente.

25 "0=s ce as plantas afectadas son de menor tamano.




5.10. Caracteristicas vegetativas

S.70.1. Altura de planta (cm): Se determind con la medicién con una cinta métrica

J=s0e 2 superficie del suelo hasta la parte apical de la planta.

5703 Largo y ancho de hoja (mm): Se tom¢ una hoja al azar del estrato medio de

‘2 ‘2 cual se midioé con un vernier.

n

1. Caracteristicas reproductivas

i

11.1. Numero de frutos: se contaron el total de frutos por planta.

5.91.2. Dias a floracién: se cont6 el total de dias transcurridos desde el dia de la

=mora hasia la aparicion del primer boton floral

"

3.11.3. Numero de semillas por fruto: Se contabilizaron las semillas de cinco frutos

s=ecconados al azar y se promediaron.

3.11.4. Peso por semilla (mg): peso de semilla se pesaron con una balanza
2 0ca de la marca Denver Instrument modelo TP-214 hecha en Estados Unidos de

Amenca. con un maximo de 210 g y un margen de precision de 0.1 mg.

3.11.5. Numero de semillas por planta: Se multiplico el total de frutos obtenidos por

mantz por el numero de semillas por fruto.

5.11.8. Peso de semillas por planta (g): se multiplico el peso por semilla por el

mumerD de semillas por planta.
12 Analisis estadistico

—&s dferencias enfre medias de las poblaciones se determinaron por medio de un

amaiss Ce vananza. Las correlaciones se realizaron mediante los coeficientes de

20n de Pearson. Para el porcentaje de variaciéon se utilizé un andlisis de




varanza anidado con las poblaciones y las familias dentro de las poblaciones como

-

!-(.

mies de variacion. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de Tukey

1A

2.13. Analisis de laboratorio para la detecciéon del patégeno

a2 'os analisis de extraccion de ADN y procedimiento de la técnica de PCR, se

'=varon a cabo en las instalaciones de los laboratorios de la Facultad de Quimica de

= _nwersidad Autonoma de Sinaloa.
5. 13.1. Extraccion de ADN

=ste proceso se llevd a cabo utilizando el método de (Doyle y Doyle, 1990), en
Jonce se tomaron las muestras de las plantas con sintomas de cero a tres
consideradas como resistentes estas fueron maceradas en diferente mortero y pistilo
con 500 pl de buffer de extraccion (Tris-HCI 100mMpH8.0, EDTA 20 mM, NaCl 1.4
M. E-mercaptoetanol 0.2 v/v) el cual se colocd a baiio maria a 65°C durante 30 M.

Despues se afadieron 160 ul de acetato de amonio 10 M y la mezcla se incubo en
~=io por 10 min, se agregd un volumen de fenol cloroformo isoamilico (25:24:1) frio
¢ s= agito hasta homogeneizar. Se centrifugo a 12000 rpm por 10 min a 4°C. Los
20300s nucleicos de la fase acuosa se recuperaron en 0.6Vol de isopropanol frio y se
~olocaron durante 1 h a -20°C, se centrifugo nuevamente la muestra a 12000 rpm/20
min 2 4°C y se decanto el isopropanol, posteriormente se realizaron dos lavados a la
pastlia de acidos nucleicos con 500 ul de etanol al 70% frio y se centrifugo a 12000

om /Smin, después se seco la pastillas a temperatura ambiente y una vez que esta

s2Co se re suspendio en 35 yl de agua inyectable.

5.13.2. ldentificacion del virus.

-

Se ientificod a PHYVV mediante el método de reaccidon en cadena de la polimerasa
=CR) se utilizaron los iniciadores 240 y 241 (marca) que amplifican un fragmento
especifico de 350 pares de bases de la region intergénica del componente A del
wrus. Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo por lo descrito por Anaya-Ldpez

2/ (2003) en un termociclador (Bio-Rad C 1000 TM Thermal Cycler).

in
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3. Analisis del ADN en gel agarosa al 1.5%

—2= productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al

@ador molecular utilizado fue del tamafio de 1 kilobase (kb) (plus DNA,
Se mezclaron 10yl de la reaccion de PCR con 2 pl de amortiguador de
==rga (2zul de bromofenol y glicerol) después se depdsito la mezcla en los pozos del
2= L2 separacion electroforética se realizé a un voltaje constante (80V) por 45 min.

¥ o= procuctos amplificados se observaron con luz ultravioleta.

11
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
£.7.Dias a los primeros sintomas y nivel de dafio

=n 2zs 2 los primeros sintomas hubo diferencias significativas entre poblaciones
2 0075), presentaron una media entre 8.72 y 16.33 dias, la poblacion que tardo mas
as en presentar dias después de la inoculacion fue la de Cola de Rata (cuadro 2).
Ssios resultados coinciden con los reportados por Hernandez-Verdugo et al (2001),
Juenes encontraron que las plantas infectadas con PHYVV comenzaron a mostrar

smftomas a partir de los ocho dias después de la inoculacion.

L

n el nivel de dafo hubo diferencias significativas entre poblaciones (<0.0001),

presentaron una media entre 0.89 y 7.54, a pablacion que més dafo presento fue la
2= Lo de Vega (cuadro 2). Estos resultados coinciden con los de Hernandez-Verdugo
=i al (1998), quien encontr6 que la mayoria de plantas infectadas por PHV
esarrollaron sintomas a la enfermedad pero la severidad de los sintomas vario entre

2s poblaciones estudiadas.

Cuadro 2. Medias de las caracteristicas dias a los primeros sintomas y nivel de dafio en
poblaciones silvestres y criollas de Capsicum.
Dias a los primeros

-

pblacion y Nivel de dafio
sintomas
Yecorato(54) 11.22 (0.98) ab 5.85(0.34) bc
Mzhone(60) 9.77(0.93) b 4.47 (0.33) cd
Buyubampo(27) 13.59 (1.39) ab 6.89 (0.49) ab
Lo de Vega(39) B.72{1.15) b 7.54 (0.41) a
Cola de Rata(24) 16.33(1.47) a 3.88 (0.52)
Ressstente (9) 11.33 (2.40) ab 0.89 (0.84) g
Saceptible (9) 10.11 (2.40) ab 7.11 (0.84) abc
F 3.7287 14.627
P 0.0015 <.0001

" orores estandares se presentan entre paréntesis.
Wisiies com letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey a<0.03).

2 &e plantas se presenta entre paréniesis después del nombre de la poblacién correspondiente.

¥l
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% L Distribucion de los sintomas en el experimento

—& Ssrbucion de los sintomas a los 75 dias después de haber inoculado se
Somporaron de 13 siguiente manera para todo el experimento, en el nivel de cero se
smoomiraron cinco plantas(2%) , en el nivel uno 24(11%), el nivel dos y tres se
smoomiraron 21(9%) para cada uno, nivel cuatro 12 (5%), nivel cinco y seis 18(8%)
J&r= ambos niveles, nivel siete 28(13%), nivel ocho 17 (8%) y nivel nueve 58(26%)

Fours 2

=

Numero de plantas

)
]

Escala de sintomas

zurz 1. Distribucion de los sintomas 75 dias despues de la inoculacién (ddl) en todo
& expenmento (n=222).

£.2 Distribucion de sintomas entre poblaciones
=5 = dstrbucion de los sintomas para cada poblacion, la poblacion Buyubampo
Jofwe una media 6.89 con un rango de uno a nueve, con el mayor nimero de
J@mias ubicado en el nivel nueve (Figura 3a). La poblacién El Mahone presento una

=02 de 447 con un rango de cero a nueve, una distribucion uniforme y el mayor
mumero Ce plantas se encontro en el nivel uno, aunado a esto fue la Unica poblacion
siwestre que presento 3 plantas en el nivel de cero considerado como resistente
Fourz 3b). La poblacion Lo de Vega presento una media de 7.54 con un rango de
13




S8 @ muewe. predominando el mayor numero de plantas en el nivel nueve con 19
=S | Sigura 3c). La poblacion Yecorato presento una media de 5.85 con un rango
2= ume 2 nueve, el nivel donde presento el mayor numero de plantas fue el siete con

Si&nias (Figura 3d). En la poblacion Cola de Rata se presentd una media de 3.88
S0 am rango de uno a nueve, los niveles donde se presentd el mayor nimero de
== fue el uno con y tres con cuatro plantas y el dos con siete (Figura 3e). La
Jutiacon Resistente presento una media de 0.89, un rango de cero a dos y el nivel
Su= presento el mayor numero de platas fue el dos con seis plantas (Figura 3f). En
& potiacion Susceptible presento una media de 7.11 con un rango de cuatro a nueve
¢ & mwe= que presento el mayor numero de platas fue el nueve con cuatro plantas
Siamias (Figura 3g). Estos resultados coinciden con los reportados por Hernandez-
ventuoo ef al (2001), quienes reportaron que la mayoria de las plantas desarrollaron

simiomas de la enfermedad a pesar de la gravedad variaron entre poblaciones.

14
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Figura 2. Distribucion de los sintomas al virus PHYVV en la
oblacion  a)Buyubampo, b)El Mahone, c¢)Lo de Vega,
Yecorato, e)Cola de Rata, f)Resistente, g)Susceptible.




% & Caracternisticas vegetativas

=% me=s las caracteristicas vegetativas hubo diferencia significativa entre las

sEsones (Cuadro 3). En altura de planta las poblaciones presentaron una media

S S5 88 y 77.56 cm, la poblacion donde se presentaron plantas méas altas fue
"sSueEn. parz diametro de tallo presentaron una media entre 8.09 y 11.08mm, la

JSssee £l Mahone fue la que presento mayor grosor, para largo de hoja
JEsssnEron una media entre 26.17 y 42.14mm y para ancho de hoja presentaron
s medie entre 15,16 y 18.32 mm, en estas Ultimas la poblacion Buyubampo fue la
SuE geesento hojas mas largas y anchas. Estos resultados coinciden con los
=Rom=tos por Hernandez-Verdugo et al (2012), quienes reportaron diferencias

Samfcanee en las caracteristicas vegetativas entes mencionadas.

“umdro 3 Medias de las caracteristicas vegetativas de poblaciones silvestres y criollas de
Capsicum annum del estado de Sinaloa.
e Altura de planta Diértnatlzlt(r)o e Largo de hoja Ancho de hoja
e | (cm) (mm) (mm) (mm)
¥ ecoeano 3 77.56 (2.38) a 11.06(0.18) a  30.39(0.97) be 17.60(0.48) a
Mismome 75.83(2.26) a  11.08(0.18) a 28.31(0.92) ¢  16.61(0.45) ab
S v e 63.89 (3.36) b 1096(0.26) ab 26.17(1.37) ¢ 15.16 (0.67) b
Lo de Vesa( 39 64.94(2.80) b 10.10(0.22) b  3254(1.14) b  18.32(0.56) a
Dol g Rana(04)  72.65(3.57) ab  8.09(0.28) ¢ 42.14(1.46) a  16.76(0.71) ab
p 5.13 25.57 20.41 3.89
0.0006 <.0001 <.0001 <.0046

%5 Caracternisticas reproductivas

% Wmo=s as caracteristicas reproductivas hubo diferencia significativa entre las
JoSEcones  (<.0001) (Cuadro 4). En dias a la floracién las plantas tardaron entre

#5858 y T04 37 dias y fue la poblacion Buyubampo la mas tardia. Para el nimero de

TiEE por pianta presento una media de entre 4.44 y 23.29 frutos y la poblacion que
SERwe mayor canfidad de frutos fue la de Cola de Rata. En el niUmero de semillas
J5F o presento una media entre 4.87 y 10.05 semillas, la poblacion que presento
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WEwr sumero de semillas por fruto fue la de Cola de Rata. En el peso de semilla las
SESEsones presentaron una media entre 1.46 y 4.18 mg, la poblaciéon Cola de Rata
& = 2ue presento semilla de mayor peso. En numero de semillas por planta las
sasones presentaron una media de entre 26.13 y 304.04 semillas, la poblacion
SuE Smiwe mayor produccion de semillas por planta fue la Cola de Rata. En el peso
2= s=miiaE por planta presento una media de entre 0.07 y 1.44 g, la poblacién que
IEsems mayor peso de semilla por planta fue la Cola de Rata. Estos resultados son
Smssmerves con otros estudios de isoenzimas (Hamrick y Godt, 1997), RAPDs
Susssl 1929), que han indicado que las especies vegetales con autofertilizacion
Tussiman oferenciacion significativa entre sus poblaciones. También coinciden con lo
=mam=co por Hernandez-Verdugo et al (2008), quienes observaron diferencias

Samficatvas entre poblaciones en las caracteristicas reproductivas de Capsicum

B-F-__- S L

14

Sire.

_wmiro 4. Medias de las caracteristicas reproductivas dc las poblaciones silvestres y criollas de

- Capsicum.
Potiacon Numero
Dias a Numero de de Peso Numero de Peso
floracion  frutos/planta sem/fruto  /semilla  sem/planta sem/planta
¥ ecorascd 34 98.09 ab 75 b 4.99 b 2.12 be 59.03 b 018 ¢
(1.68) (2.20) (0.59)  (0.0002) (29.16) (0.09)
Mazmooe 60) 94.07 be 2203 a 8.65 a 237 be 25311 a 068 b
(1.60) (2.09) (0.56)  (0.0002) (27.66) (0.09)
Sewubempo(27) 10437 a 4.44 b 27 5 1.46 ¢ 2613 b 007 ¢
(2.38) (2.1 (0.84)  (0.0003) (41.23) (0.13)
e = Veza(39)  100.74 ab 8.64 b 487 b 2.56 b 6854 b 026 ¢
(1.98) (2.59) (0.70)  (0.0002) (34.31) (0.11)
- 85.88 ¢ 23.29 a 10.05 a 418 a 304.04 a 1.44 a
— (2.53) (3.30) (0.89)  (0.0003) (43.73) (0.14)
¥ 9.0717 11.2443 15.7657 12.0628 12.6114 18.3467
. <.0001 <.0001 <0001 <.0001 <.0001 <0001
% smmees eszandares se presentan entre paréntesis.

Wil com letras diferentes son significativamente diferentes (Tukey @<0.05).

" mimese de plantas se presenta entre paréntesis después del nombre de la poblacion correspondiente.




6.6. Distribuciéon de la variaciéon

En la mayoria de las caracteristicas medidas la que obtuvo mayor cantidad de
variacion se distribuyé entre poblaciones, excepto dias a los primeros sintomas,
altura de planta, peso por semilla, numero de semillas por fruto (Cuadro 5). Las
diferencias entre poblaciones se encuentran desde 8.85% (Dias a los primeros
sintomas) hasta 77.88% (Numero de frutos por planta) de la variacion total, con una
media general de 50.78%. En cambio la de menor variacion se encontrd entre
familias con una media de 2.98% y con un intervalo de variacion de 0.00% (Dias a
los primero sintomas, Altura de planta, Peso por semilla y Peso de semillas por
planta) hasta 9.53% (diametro de tallo). El promedio de variacion dentro de familias
fue de 46.76%, con una variacion desde 19.8% (nUimero de frutos) hasta 93.81%
(dias a los primeros sintomas). Estos resultados difieren con los resultados obtenidos
por Rice y Mack (1991) en Bromus tectorum y Hernandez-Verdugo et al (2008) en
Capsicum annuum Var. Glabriusculum quienes encontraron que la estructura de
varianza en el nimero de semillas por plantas, peso individual de semilla y numero

de semillas por planta fue dominada por la varianza dentro de familia.

De la variacion fenotipica total observada en todas las caracteristicas medidas, en
promedio 50.81% tiene una base genética, de la cual 3.98% se distribuyd entre
poblaciones y 3.05% dentro de poblaciones (entre familias) (Cuadro 3). Estos
resultados indican que las poblaciones silvestres y criollas de C. annuum del estado
de Sinaloa mantienen niveles sustanciales de variacion genetica estimada en
caracteres cuantitativo, y la mayor parte de la variacion se distribuye entre
poblaciones. Estos resultados coinciden con los publicados por Hernandez-Verdugo
et al (2001a) y Oyama et al (2006), quienes mediante isoenzimas y marcadores
moleculares RAPDs mostraron que las poblaciones silvestres de C. annuum del
Noroeste de México mantienen elevados niveles de variacion genetica dentro y entre

sus poblaciones.
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Cuadro 5. Porcentaje de variacion entre poblaciones (VEP), entre familias (VEF) y dentro de
familias. Variacion genética total (VGT=VEP+VEF/(VEP-VEF+VDF), variacion genética
entre poblaciones (VGP=VGP/VGP+VGF) y variacion genética entre familias
(VGF=VGF/VGP+VGF) para doce de los caracteres medidos en las poblaciones de C.
annuum silvestres vy criollos del estado de Sinaloa, México

Caracter VEP VEF VDF VGT VGP VGF
Nivel de dafio 4233  0.81 56.87 4233 1.81 0.82
Dias a los primeros sintomas 8.85 0.00 91.15 8.85 1.00  0.00
Dias a la floracion 69.12 650 2438  69.18 7.50 6.60
Numero de frutos 7768 2352 1980 7791 3.52 2.35
Altura de planta 2320 000 76.80  23.20 1.00  0.00
Diametro de tallo 53.57 933 3690 5367 1053 9.71
Largo de hoja 69.12 1.19 2969 69.13 2.19 1.20
Ancho de hoja 62.55 249 3497 6257 3.49 253
Peso por semilla 37.40 0.00 62.60 374 1.00 0.00
Numero de semillas/fruto 26.01 856 6544  26.09 9.56 8.88
Numero de semillas/planta 66.20 438 2942 66.24 5.38 4.45
Peso de semillas/planta 313 0.00 2687 73.13 1.00 0.00
Media 5078 298 46.24  50.81 3.98 3.05

6.7. Correlaciones fenotipicas

En las correlaciones fenotipicas, el nivel de dafo se correlaciono negativamente con
los valores de los dias de aparicion a los primeros sintomas -0.2463, las plantas con
nivel de dano menor retrasaron significativamente el tiempo a la apariciéon de los
sintomas; con dias a la floracion se correlaciono positivamente 0.3847, las plantas
que tienen niveles de dano bajo llegan a la etapa de floracion en menos dias; con el
numero de frutos se correlaciono negativamente -0.4636, las plantas que tienen nivel
de dafo alto presentan menor niumero de frutos; con altura de planta se correlaciono
negativamente -0.4576, las plantas que tienen un alto nivel de dafo tienen una
menor altura; con el largo de hoja se correlaciono negativamente -0.1490, las plantas
con nivel de dano alto presentan hojas mas cortas; con el peso de semilla se
correlaciono negativamente -0.2482, las plantas con nivel de dano alto producen
frutos con semillas de bajo peso; con el nUmero de semillas por fruto se correlaciona
negativamente -0.3628, las plantas con nivel de dano alto producen frutos con menor
numero de semillas; con el nimero de semillas por planta se correlaciona

negativamente -0.4127, las plantas con nivel de dafio alto producen menor nimero
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de semillas; con el peso de semillas por planta se correlaciona negativamente -
0.3658, las plantas con nivel de dafio alto producen semillas con menor peso
(Cuadro 6).

6.8. Correlaciones genotipicas

En las correlaciones genéticas, el nivel de dafio se correlaciono positivamente con
los valores de dias a la floracion 0.4843, las plantas que tienen niveles de dafo bajo
llegan a la etapa de floracidon en menos dias; con el nimero de frutos se correlaciono
negativamente -0.5962, las plantas que tienen nivel de dano alto presentan menor
numero de frutos; con altura de planta se correlaciono negativamente -0.5243, las
plantas que tienen un alto nivel de dafo tienen una menor altura; con el peso de
semilla se correlaciono negativamente -0.4534, las plantas con nivel de dafio alto
producen frutos con semillas de bajo peso; con el nimero de semillas por fruto se
correlaciona negativamente -0.6110, las plantas con nivel de dafio alto producen
frutos con menor numero de semillas; con el nimero de semillas por planta se
correlaciona negativamente -0.5686, las plantas con nivel de dafo alto producen
menor numero de semillas; con el peso de semillas por planta se correlaciona
negativamente -0.5457, las plantas con nivel de dafo alto producen semillas con
menor peso (Cuadro 6).

Cuadro 6. Correlaciones fenotipicas y genéticas con el nivel de dafio en poblaciones silvestres
y criollas del Estado de Sinaloa

Fenotipicas Genéticas
I P r P
Dias a los primeros sintomas -0.2463 (0.0002) -0.1904 (0.1145)
Dias a la floracion 0.3847 (0.0000) 0.4843 (0.0000)
Numero de frutos -0.4636 (0.0000) -0.5962 (0.0000)
Altura de planta -0.4576 (0.0000) -0.5243 (0.0000)
Didmetro de tallo -0.0575 (0.3941) -0.0277 (0.8197)
Largo de hoja -0.1490 (0.0264) -0.1546 (0.2011)
Ancho de hoja -0.0047 (0.9451) 0.0981 (0.4191)
Peso por semilla -0.2482 (0.0002) -0.4534 (0.0001)
Numero de semillas/fruto -0.3628 (0.0000) -0.6110 (0.0000)
Numecro de semillas/planta -0.4127 (0.0000) -0.5686 (0.0000)
Peso de semillas/planta -0.3658 (0.0000) -0.5457 (0.0000)
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6.9. Identificacion del virus

Las muestras tomadas de las plantas injertadas con PHYVV resultaron positivas para
la amplificacion del fragmento esperado de 350 pb (Figura 1). La secuencia del
fragmento amplificado mostrd 99% de identidad nucleotidica con el aislado
HEQ67657 del GenBank.

Es muy importante para cualquier programa de mejoramiento genético el aislamiento
e identificacion de cualquier agente patégeno, ya que influye en la seleccién de
cualquier programa de resistencia genética en cualquier cultivo. De acuerdo con los
analisis moleculares por PCR y la secuenciacion de las muestras tomadas en plantas
de chile estudiadas, el virus aislado en este estudio pertenece a la especie PHYVV,
al género Begomovirus identificado por primera vez en el norte de México, en el
estado de Tamaulipas por Garzén-Tiznado et al (1993) y reportado en el estado de
Sinaloa en el 2003 por Mendez-Lozano (2003). Este Begomovirus es el que se

encuentra distribuido mas ampliamente en el cultivo de chile (Capsicum spp.) en la

republica Mexicana y es una de las principales limitantes de este cultivo (Torres-
Pacheco et al., 1996; Holguin-Pefa ef al., 2007).

Figura 3. Deteceion del ADN de PHYVV con el empleo de los oligos especificos 240 v 241 ,que amplificaron un fragmento
esperado de 350 pb. Carril 1, marcador 1 Kb; Carril 2.3 v 4, a partir de ADN extraido de plantas de chile con sintoma de cero;
caril 5, 6, 7 v 8, a partir de ADN extraido de plantas de chile con sintoma de vno; Camil 9, 10, 11 y 12, a partir de ADN
extraido de plantas de chile con sinfoma de dos; camiles 13, 14 v 15, a partir de ADN extraido de plantas de chile con
sintoma de tres.
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VIl. CONCLUSIONES

Las poblaciones silvestres y criollas del Estado de Sinaloa cuentan con una gran
variabilidad genetica para encontrar resistencia a PHYVYV, la cual puede ser utilizada
para programas de mejoramiento genético, por lo cual esta especie se convierte en
un recurso geneético muy valioso que se debe seguir estudiando para mejorar su uso

y conservacion. El método de injerto que se utilizé para inocular PHYVV, es un
méetodo confiable.

Se encontro correlacion entre las caracteristicas morfologicas y vegetativas con el

nivel de dafo causado por el virus en la planta, afectando la mayoria de las

caracteristicas evaluadas.
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