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FENOLES TOTALES Y ACIDO SALICILICO EN CHILE HABANERO (Capsicum
chinense Jacq.) CON PRESENCIA DEL VIRUS JASPEADO DEL TABACO

TOTAL PHENOLS AND SALICYLIC ACID IN HABANERO PEPPER (Capsicum
chinense Jacqg.) WITH THE PRESENCE OF THE TOBACCO ETCH VIRUS
Rodriguez-Castro G. R.2

RESUMEN

Las plantas han desarrollado diversas
estrategias de defensa contra condiciones
de estrés biotico y abiético ante el ataque de
insectos 0 microorganismos patégenos
frenando procesos de infeccion. El objetivo
de esta investigacion fue -cuantificar la
sintesis de metabolitos de defensa en
genotipos de chile habanero con diversos
niveles de resistencia a virosis los cuales se
inocularon con el virus jaspeado del tabaco
(VJT). La produccién de Clorofila a, b y total
en los genotipos inoculados con VJT
disminuy6 en la fase intermedia, la longitud
del tallo se diferenci6 sélo a los 7 dias
después de la inoculacién, la concentracion
de &cido salicilico (AS) se estimulé en la
primera mitad del experimento, mientras que
la sintesis de fenoles totales fue significativa
en los cuatro muestreos presentandose en
mayor  concentracibn en  genotipos
inoculados. Asi mismo, se obtuvo una fuerte
correlacion  entre:  Incidencia/Severidad,
Incidencia/Altura, Severidad/Altura, Clorofila
al/Clorofila b, Clorofila a/Clorofila total y
Clorofila b/Clorofila total. Concluyendo que
la infeccion viral en el cultivo no estimulé la
sintesis de AS mientras que la concentracion
de fenoles totales en los genotipos
inoculados respecto a los sanos, mostré una
respuesta contrastante como se esperaba..

Palabras clave: metabolitos de defensa,

sefializacion en plantas, resistencia
sistémica adquirida.

L TESISTA

ABSTRACT

The plants have developed different defense
strategies against biotic and abiotic stress
conditions when insects or pathogenic
microorganisms  slow down infection
processes. The objective of this research
was to quantify the synthesis of defense
metabolites in habanero pepper genotypes
with different levels of resistance to virosis,
which were inoculated with the tobacco etch
virus (TEV). The production of Chlorophyll a,
b and total in the genotypes inoculated with
VJT decreased in the intermediate phase,
the length of the stem was different only at 7
days after the inoculation, the concentration
of salicylic acid (SA) was stimulated in the
first half of the experiment, while the
synthesis of total phenols was significant in
the four samples, presenting a higher
concentration in inoculated genotypes.
Likewise, a strong correlation was obtained
between: Incidence / Severity, Incidence /
Height, Severity / Height, Chlorophyll a /
Chlorophyll b, Chlorophyll a / Total
Chlorophyll and Chlorophyll b / Total
Chlorophyll. Concluding that the viral
infection in the culture did not stimulate the
synthesis of AS whereas the concentration of
total phenols in the genotypes inoculated
with respect to the healthy ones, showed a
contrasting response as expected.

Keywords: defense metabolites, signaling
in plants, acquired systemic resistance.
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|. INTRODUCCION GENERAL

De acuerdo con datos del SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera), en el periodo 2002-2012 la produccién de chile habanero se
concentré en 17 entidades federativas (Anexo A-1 y A-2), mostrando como la
produccion se concentra en mayor medida en estados del sureste como Tabasco
y Yucatan. Para el afio agricola 2012 se produjeron 9,073 toneladas (t) de chile
habanero, de las cuales el 92.3% obtenidas en el sureste (Yucatan, Campeche,
Quintana Roo, Tabasco, Chiapas y Veracruz), y el 7.7% restante distribuido en
el resto de la republica. A pesar de que en 2012 Tabasco incrementd su
produccion (4,546 toneladas) dejando a Yucatan (2,615 t) en el segundo lugar
nacional, este ultimo estado a lo largo del periodo 2002-2012 ha ocupado el
primer lugar en produccion excepto en el afio mencionado, con un promedio
anual de 2,887 toneladas, muy por encima del promedio anual del estado de
tabasco (1,643 t) (Anexo A-3 y A-4) (Ocampo, 2014; SIAP, 2015).

En México, este cultivo sufre pérdidas del 20 al 100% principalmente por
enfermedades de etiologia viral, entre las cuales destacan las causadas por
geminivirus (Godinez et al., 2001; Torres et al., 1996). En la naturaleza un solo
virus o mezclas de estos se pueden encontrar afectando cultivos; asi, infecciones
mixtas que involucran geminivirus en México se han encontrado en cultivos como
chile, jitomate e incluso malezas (Vera et al., 1999). Estos con el tiempo se han
caracterizado en diferentes modos de transmision viral. Los virus no persistentes
son retenidos por sus vectores por mas de algunas horas mientras que los virus
semi-persistentes pueden ser retenidos por dias, semanas o0 afios. Los virus
dentro de estas categorias son adquiridos de las plantas enfermas e inoculadas
a plantas sanas en cuestion de segundos o minutos, no requieren de un periodo
de latencia y no se replican dentro del vector. Ambas categorias se conocen

también como no circulantes porque no son internalizados por sus vectores.



Mientras que los virus persistentes o circulantes, una vez adquiridos de las
plantas enfermas permanecen asociados con el vector por el resto de su vida,
requiriendo largos periodos de adquisicion (horas a dias) asi como prolongados
periodos de latencia (de un dia a varias semanas). La transmision exitosa de los
virus persistentes requiere de la internalizacién de los virus ingeridos que son
activamente transportados a través de algunas membranas celulares; se
localizan en el hemocele del vector y, por lo tanto, son retenidos después de las
mudas. Dentro de los virus circulantes: se encuentran los llamados propagativos
gue se replican tanto en el vector como en su hospedero vegetal y los
denominados no propagativos que uUnicamente se replican en su hospedero
vegetal (Andret y Fuchs, 2005).

Debido a la interaccion constante con patégenos (virus, bacterias, hongos,
oomicetos) y plagas (insectos herbivoros, nematodos), las plantas han
desarrollado mecanismos que les permiten defenderse de éstos, originando una
proteccion fisica o quimica y constitutiva o inducida. Por ejemplo, la pared celular
es una defensa fisica constitutiva; mientras que la formacién de callos es una
defensa fisica inducida. De igual forma, las saponinas son una proteccion
guimica constitutiva, mientras que las fitoalexinas y quitinasas son inducidas
(Bednarek et al., 2010; Diaz, 2009). En general, la sefalizacion dependiente del
acido salicilico (AS) se activa para proteger a las plantas de la infeccién por
patégenos biotroficos que se alimentan de tejidos vegetales vivos. Por el
contrario, la sefializacién dependiente del acido jasménico (JA) es generalmente
efectiva contra los patdgenos necrotroficos de las células de la planta y los
insectos masticadores de las hojas (Pieterse et al., 2009). Las vias de
sefializacion del AS y AJ a menudo interactian de manera antagoOnica en
diversas plantas, un fenémeno conocido como "crosstalk" (Pieterse et al., 2012).
Por otra parte, otras hormonas, tales como el acido abscisico y el etileno, pueden
antagonizar o sinergizar las vias de sefalizacion del AS y AS (Seilaniantz et al.,
2011; Thaler et al., 2012). Las interacciones hormonales dentro de la red de
sefializacion inmune de la planta determinan la naturaleza especifica de la

respuesta de defensa que se desencadena.



1.1 Justificacion

La produccion de chile en México alcanzé las 2.3 millones de toneladas, con
un valor que rebasa los 22 mil 500 millones de pesos y junto con los pimientos
se ubica en el quinto lugar dentro de los 20 principales productos que
comercializa el pais a nivel internacional, participando con cerca del 20 por ciento
de produccién de hortalizas en el pais y, a nivel mundial, México se ubica como
el segundo productor de chile verde; donde sus principales destinos de
exportacion son Estados Unidos, Canada y Espafia, entre otros. La produccién
de chile habanero obtuvo una produccién estimada en nueve mil 351 toneladas,
con un valor de 166.9 millones de pesos, donde los principales estados
productores de este cultivo fueron Yucatan, Tabasco y Campeche (SIAP, 2015).
A su vez, la produccion de habanero enfrenta problemas de tipo fitosanitario que
causan mermas econdmicas, destacando en importancia las enfermedades
virales, las cuales reducen el rendimiento de un 20 % hasta un 100 % en la

peninsula de Yucatan (Pozo, 2004).
1.2 Objetivo General

Cuantificar la concentracion de metabolitos secundarios de defensa en siete

genotipos de chile habanero inoculados con el Virus jaspeado del tabaco (VJT).
1.2.1 Especificos

- Determinar el efecto de la incidencia y severidad del virus jaspeado del
tabaco (VJT) sobre la altura y concentracion de pigmentos en siete

genotipos de chile habanero.

- Cuantificar la presencia de fenoles totales en siete genotipos de chile

habanero inoculados con el virus jaspeado del tabaco (VJT).

- Cuantificar la presencia de AS en siete genotipos de chile habanero

inoculados con el virus jaspeado del tabaco (VJT).



1.3 Hipotesis

La expresion de AS y fenoles totales es mayor en los genotipos inoculados

con el virus jaspeado del tabaco (VJT) en comparacion con los genotipos testigo.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1Virus en plantas

Los virus son particulas infectivas considerados pardsitos intracelulares
obligados, compuestos por acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonuclico
(ADN) y cubierta proteica, que ingresa a la panta a través de heridas causadas
por dafios fisicos o por la accién de vectores (insectos, acaros, nematodos y
ciertos hongos habitantes del suelo. Se propagan induciendo a la célula
hospedera a que los multipligue utilizando su energia y su maquinaria
biosintética. Si la planta hospedera desconoce la particula viral, se establece una
interaccion compatible con el virus, siendo estas interacciones favorables para el
virus. Por el contrario si la planta reconoce la particula viral, se establece una
interaccion incompatible, desfavorable para el virus. En estas condiciones, la
planta reconoce el virus, desencadenando respuestas de defensa que pueden
limitar la replicacion y movimiento del virus, circunscribiéndolo al sitio inicial de

infecciéon (Hammond y Jones, 2000).

Un virus no mata a su hospedero de forma directa, sino que desvia el
metabolismo generando sustancias extrafias, alterando diversas funciones
vitales e induciendo el desarrollo de sintomas (desde simples cambios de color
hasta necrosis severa o muerte subita de las plantas, en algunos otros casos se
tienen hospedantes asintomaticos (Jones et al., 2001; Agrios, 2004; Stange,
2006).

La incidencia y severidad varian ya que depende de la interaccién compleja
existente entre el patégeno, la planta, el vector, la fuente del virus y el ambiente
(Mathews, 1979).



Virus Jaspeado del Tabaco (VJT). Es miembro del género Potyvirus, en
la familia Potyviridae. Son virus de varilla flexible de 730 x 12-13 nm y ARN de
cadena sencilla. Han sido reportadas diversas cepas o variantes de VJT, las
cuales han sido diferenciadas por la reaccion en diversas variedades de chiles
resistentes (Koike, 2007; DPVweb, 2012; VIDE, 2012). Infecta cultivos de
solanaceas en el Norte y Sur de América. Ha sido reportado en Canada, Estados
Unidos, México, Puerto Rico, Jamaica y Venezuela, siendo el chile, tabaco y
tomate los hospederos econémicamente mas importantes del VJT; sin embargo,
mas de 120 especies en 19 familias de dicotiledéneas son susceptibles a diversas
cepas del virus (Pernezny et al., 2003; Roberts et al., 2004; Koike, 2007). Malezas
como Solanum carolinense, Cirsium vulgare, Chenopodium album, Datura
stramonium y Physalis spp., han sido reportadas como reservorios de VJT. La
propagacioén primaria y secundaria ocurre por transmision no persistente de
afidos, alrededor de 10 segundos son suficientes para la transmision del virus y
los &fidos (pulgones) pueden mantenerse viruliferos por 1 a 4 horas. Han sido
identificados como vectores mas de 10 especies de &fidos, incluyendo Myzus
persicae, Macrosiphum euphorbiae y Aphis fabae. No ha sido reportada la
transmision de VJT por semilla en ningun hospedero. La sintomatologia incluye
moteados 0 mosaicos, distorsion de hojas y atrofia general de la planta. Las
plantas pueden producir frutos con mosaicos severos, estos sintomas pueden
ser confundidos por aquellos causados por otras virosis, incluidos el Virus Y de
la papa (PVY) y el Virus del Moteado del pimiento (PepMoV). En algunas
variedades de chile se puede desarrollar necrosis radical y marchitez severa,
seguida por la muerte de las plantas. En epidermis en cultivos comerciales de
chile, se ha observado un aumento constante de la incidencia del virus en toda
la etapa del cultivo. Usualmente las plantas de pimiento infectadas en una edad
joven son mas severamente atrofiadas que las plantas infectadas en una etapa
mas madura de crecimiento (Figura 1) (Pernezny et al., 2003; Kalb, 2004f;
Roberts et al., 2004; Koike, 2007).



Figura 1. Sintomas asociados al virus jaspeado del tabaco (VJT). Fuente: Gémez et al., 2013.

2.2 Defensa metabdlica de las plantas

La resistencia natural de las plantas a patdgenos e insectos herbivoros se
basa en efectos combinados de barreras preformadas y mecanismos inducibles.
En ambos casos, las plantas utilizan defensas fisicas y bioquimicas en contra de
los invasores. En contraste con la resistencia constitutiva, la resistencia inducida
se basa en el reconocimiento del invasor y un evento subsecuente de

transduccion de sefiales que conduce a la activacion de las defensas. En muchos



casos, la infeccion localizada induce resistencia en contra de un amplio espectro

de diferentes patogenos tales como hongos, bacterias o virus (Van Loon, 1997).

Se sabe que plantas de tabaco resistentes al virus jaspeado del tabaco
(VJT) sintetizan diversas proteinas relacionadas con patogénesis (PRP) poco
después de la infeccién y que la aplicacion exégena de acido acetil salicilico
(AAS) induce la expresion de los genes que sintetizan éstas PRP y con ello la
resistencia de las plantas al virus (Malamy et al., 1990) u otros fitopatégenos
como bacterias y hongos (Chivasa et al., 1997).

La Resistencia Inducida surgié como una importante alternativa de control
de patdgenos (Barbosa et al., 2008), la cual considera que las “armas” con las
cuales las plantas se defienden, involucran a un gran namero de pequefas
moléculas exdgenas denominadas inductores o agentes inductores (Cavalcanti
et al., 2005) que, al ser reconocidas por moléculas enddgenas, tienen la funcién
de activar o aumentar el nivel de resistencia de los vegetales, tanto a nivel local
como en puntos distantes al sitio de infeccion, asi como de participar de otras
actividades fisiologicas (Schreiber y Desveaux, 2008). A la diseminacion de la
resistencia a través de los tejidos de la planta se le llamé resistencia sistémica
adquirida (SAR), que funciona como protector contra virus, hongos, bacterias y
Omicetos (Sticher et al., 1997). La resistencia conferida puede ser de larga
duracion y en algunas ocasiones para toda la vida de la planta (Durrant y Dong.,
2004). La resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica
inducida (ISR) se diferencian en que la SAR es inducida por una gama de
elicitores bioticos y abioticos, induce proteinas relacionadas con la patogenicidad
(PR), utiliza rutas de sefializacion que pueden involucrar al acido salicilico (SA);
sus sefiales viajan a sitios distales de la infeccion. La ISR esté potencializada por
bacterias rizogenas promotoras del crecimiento (PGPR) no hay sintesis de
proteinas PR y la ruta de sefalizacion es a través de etileno y el jasmonato. El
estrés aumenta el estado de oxidacion de la célula, lo cual induce un incremento
en la sintesis de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para contrarrestar

los efectos de dicha oxidacion. Los principales antioxidantes enziméticos son:



peroxidasas (POX), catalasa, superoxido dismutasa y glutation S-transferasa.
Los antioxidantes no enzimaticos mas importantes son: acido ascorbico (AA,

vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation y B-carotenos (Scandalios, 2005).

Se ha encontrado que algunos compuestos relacionados con las respuestas
oxidativas y anti-oxidativas originadas por factores de estrés, como el acido
ascorbico, estan involucrados en las respuestas de tolerancia a estrés bidtico y

abidtico y desarrollo 6ptimo (Shen y Yeh, 2010).

La resistencia sistémica es una alternativa con gran potencial de aplicacion
para el manejo de enfermedades virales. Actualmente, se conocen dos tipos de
resistencia, la resistencia sistémica adquirida (RSA) y la resistencia sistémica
inducida (RSI). La RSA puede ser inducida por agentes bidticos (tales como
patégenos atenuados) o abidticos (como compuestos quimicos) y se asocia al
incremento de la concentracion de la fitohormona salicilato y a la produccién de
proteinas relacionadas con patogénesis (PRP) (Pieterse et al., 1996; Kloepper et
al., 2004). También se ha descubierto otra forma de resistencia inducida por
rizobacterias promotoras del crecimiento de la planta (PGPR) denominada
“resistencia sistémica inducida” (RSI). Las bacterias PGPR mejor caracterizada
son las cepas de varias especies de Pseudomonas que no causan dafios visibles
en el sistema de raices de las plantas (Vallad y Goodman, 2004). La RSI se
asocia a la mayor sensibilidad a las fitohormonas etileno y jasmonato sin
produccion de proteinas relacionadas con patogénesis. Ambos mecanismos
pueden resultar en una resistencia general de las plantas hacia diversos

patdgenos (Pieterse et al., 1996; Kloepper et al., 2004).

Una vez infectadas por un patdégeno las plantas despliegan un amplio
espectro de defensas, una de ellas es la respuesta hipersensible, por la que las
células que rodean la zona de infeccibn mueren rapidamente, privando al
patdgeno de nutrientes y evitando su expansion. Esta respuesta hipersensible
con frecuencia esta precedida por la produccion de especies reactivas de
oxigeno. Las células proximas a la infeccion sintetizan un gran numero de
compuestos toxicos formados por la reduccion del oxigeno molecular, incluidos
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el anion superéxido (+O?%), el perdxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo
(*OH). Las especies reactivas de oxigeno pueden contribuir a la muerte celular
como parte de la respuesta hipersensible o actuar para matar directamente al
patdgeno (Kombrink y Somssich, 1995; Lamb y Dixon, 1997; Nurnberger y
Scheel, 2001; Taiz y Zeiger, 2006).

Van Loon (1997), menciona que la resistencia inducida se expresa
localmente en el sitio de ataque por el patégeno y sistémicamente, en partes no
infectadas de la planta. Los mecanismos de defensa involucrados incluyen una
combinacion de cambios fisicos, quimicos y moleculares, tales como lignificacién

o la induccidn de varias proteinas relacionadas con la patogénesis (PR).

A excepcion de la luz, los mecanismos de percepcion de la planta ante los
cambios medio ambientales, no se han esclarecido por completo en todos los
casos. Por ello, son objeto de estudio permanente las vias de sefializacién que

involucran una o varias vias (Achard et al., 2006).

Las fitohormonas se caracterizan por participar en variadas respuestas
morfogenéticas y de crecimiento de manera pleotropica, esto quiere decir, que
una misma hormona participa en diferentes procesos y ademas, que
dependiendo de su concentracién, la misma hormona puede ser estimulatoria o
inhibitoria de una misma respuesta. Por otra parte, varias hormonas pueden
afectar una misma respuesta, lo cual indica que hay una aparente redundancia
en el control de un mismo efecto. Cada respuesta ocurre en un tiempo
determinado en el desarrollo de la planta y se presenta solamente en un tejido

especifico u 6rgano (Srivastava, 2002).

De acuerdo con su estructura y funcion fisiologica, las hormonas han sido
clasificadas en varios grupos que comprenden a las auxinas, citoquininas (CK),
acido abscisico (ABA), giberelinas (GA), etileno, jasmonatos (JA), acido salicilico
(AS), brasinosteroides, poliaminas. En el 2008, dos grupos independientemente
identificaron las strigolactonas como un nuevo tipo de hormonas que inhibe la

ramificacion vegetal (Kamiya, 2010).
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2.2.1 Metabolitos secundarios

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, denominados metabolitos
secundarios (productos secundarios, productos naturales) (Figura 2). Ademas de
no presentar una funcion definida en los procesos mencionados, difieren también
de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una distribuciéon
restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se
encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades
y no de forma generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un
determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies
(Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 2. Origen de algunos metabolitos secundarios (alcaloides, fenilpropanoides y terpenos)
en el metabolismo primario. Fuente: Avalos, 2009.
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Al no tener funcion reconocida o directa en los procesos primarios de
fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas y otros procesos primarios (Taiz y
Zeiger, 2006), se les conocen mecanismos de accion que participan en la defensa
bioguimica de las plantas, enfocandose a tres de los grupos mas extensamente

estudiados:

Terpenoides. O isoprenoides, se derivan de la fusion de unidades de cinco
carbonos llamada isopreno (C5) y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades
de isopreno que los forman. En plantas, isoprenos basicos para la sintesis de los
terpenos son el isopentenil pirofosfato (IPP) o su isébmero dimetilalil pirofosfato
(DMAPP). Para su sintesis existen dos vias, una es la ruta del mevalonato que
se lleva al cabo en el citoplasma y la otra se denomina como la ruta DXP, la cual
es independiente de la del mevalonato y que se realiza en los plastidos. Los
sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se producen en el citosol y en el
reticulo endoplasmico, mientras que los monoterpenos, diterpenos, tetraterpenos
y algunas quinonas preniladas se originan en los plastidos (Eisenreich et al.,
2001). Los monoterpenos tales como el mentol, que es un antimicrobiano, el
citronelal, que es un repelente de insectos y las piretrinas que funcionan como
venenos del sistema nervioso de los insectos, son componentes quimicos con
actividad biologica potencial durante la respuesta de defensa de las plantas que
los producen. Los sesquiterpenos tales como la risitina y lubimina de la papa
(Solanum tuberosum L.), el capsidiol del chile (Capsicum annuum L.) y el 2,7-
dihidroxicadaleno del algodon (Gossypium hirsutum L.) son compuestos con
actividad antimicrobiana; mientras que el poligodial de Polygonum hidropiper L.
inhibe fuertemente la alimentacion de diversos insectos herbivoros, el diterpeno
atractilésido inhibe la fosforilacién oxidativa en mitocondrias, y el casbeno del
ricino (Ricinus spp.) es un agente antifangico. El triterpenoide cucurbitacina de
las raices de pepino (Cucumis sativus L.) es un compuesto con accién nematicida
(Figura 3) (Paiva, 2000; Pare y Tumlinson, 1998; Shen et al., 2000).
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Figura 3. Estructuras de terpenoides con actividad biol6gica. Se muestran como ejemplos al
hemiterpeno isopropeno, monoterpeno 1l-mentol, triterpenoide cucurbitacina A, diterpeno
casbeno y carotenoide b-caroteno.

Alcaloides. Compuestos heterociclicos generalmente sintetizados a partir
de aminoécidos, tales como triptofano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y
ornitina, solos o combinados con terpenoides. También se pueden derivar de
purinas y del acetato de los policétidos. Los alcaloides se pueden dividir en los
siguientes grupos: alcaloides isoquinoléicos, alcaloides quinolizidinicos,
alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides indolicos (Facchini,
2001). El efecto téxico de los alcaloides radica en su capacidad de bloquear
neuroreceptores, intermediarios de la transduccion de la sefial neuronal y canales
ibnicos de vertebrados e insectos. Mientras que sus efectos inhibitorios del
crecimiento de microrganismos patdégenos estan dados por su capacidad de
intercalarse con el DNA, de detener la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis
e inhibir las enzimas del metabolismo de carbohidratos (Wink y Schimmer, 1999).
En general, la sintesis constitutiva de alcaloides se incrementa en respuesta a la
herida producida por los insectos depredadores; sin embargo, otros alcaloides
como los N-acil derivados de la nicotina de Nicotiana sylvestris Speg. y Comes
son sintetizados de novo y sélo cuando las plantas son heridas. La cantidad de
derivados de nicotina que se acumulan en las hojas heridas basta para reducir el

consumo y el crecimiento de las larvas de Manduca sexta L. (Baldwin y
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Ohnmeiss, 1993). La berberina, palmatina y la sanginarina son alcaloides
isoquinoléicos toxicos a insectos y vertebrados, pero también inhiben el
crecimiento de bacterias, hongos y virus (Figura 4), reaccionan con grupos
aniénicos y grupos nucleofilicos de aminoacidos o de otras moléculas como
receptores y enzimas, inhibiendo su funcion. La interaccion de estos alcaloides
con el DNA, las proteinas y enzimas de la transcripcién, contribuye a los efectos
aleloquimicos y téxicos contra bacterias, hongos, virus, insectos, vertebrados y
otras plantas (Schmeller et al., 1997). La multiplicacién de virus, el crecimiento
de hongos y de bacterias también pueden inhibirse con la esparteina de lupinos
(Lupinus spp.) (Wink, 1992; Wink y Schimmer, 1999). De igual forma, otros
alcaloides de lupinos, tales como la lupanina, angustifolina, 13-hidroxilupanina y

la gramina, también tienen un efecto bactericida (De la Vega et al., 1996).
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Figura 4. Ejemplos de estructuras de alcaloides con actividad biolégica durante la respuesta de
defensa de Nicotiana tabacum (nicotina), de miembros de la familia Papaveraceae (sanginarina),
de la familia Berberidaceae (berberina), de plantas del género Cytisus (citisina) y de Beta vulgaris
(betanina).

Fenilpropanoides. Se caracterizan por tener en su estructura un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidréxilos y se sintetizan a partir de un precursor
comun, el acido cinamico, derivado de la fenilalanina por la actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa. Debido a su fitoxicidad, por lo comun son almacenados
en su forma glucosilada en las vacuolas o bien pueden conjugarse con otros
componentes de la pared celular (Edwards y Gatehouse, 1999). En la RH los

fenilpropanoides simples pueden contribuir a limitar el desarrollo de la infeccion.
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Por ejemplo, cuando las plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
con niveles de expresion reducidos de la enzima fenilalanina amonio liasa y en
consecuencia de su contenido de acido clorogénico, se infectan con el hongo
virulento Cercospora nicotianae Ellis y Everh., las lesiones se desarrollan mas
rapidamente y se extienden en una superficie mayor que las lesiones que
presentan las plantas silvestres, en las que se induce un nicvel elevado de acido
clorogénico (Maher et al., 1994). Algunas formas insolubles de fenilpropanoides
aunados a otros compuestos como la cutina, suberina, lignina y polisacéaridos,
refuerzan la pared celular como respuesta de las plantas a la herida y al ataque
de microorganismos patodgenos, reduciendo la digestabilidad de la pared celular
por las enzimas digestivas del microorganismo (Petersen et al., 1999).
Dimerizaciones del &cido caféico, el ferdlico y el clorogénico dan origen a la
formacion de ligananos tales como el magnolol con actividad antifugica (Figura
5). Asi mismo, flavonoides como naringenina y kaempferol del arroz (Oryza sativa
L.) inhiben el crecimiento de Xanthomonas oryzae ex Ishiyama y la germinacion
de las esporas de Pyricularia oryzae Cavara, patdgenos importantes de este
cultivo (Padmavati et al., 1997).

OH OH OH
OH
o~ HO ; o
~ CCOH
it o :
T
| l OH
Coo - on ©OH
Acido caféico Magnolol Acido clorogénico
(antioxidante) (antifiingico) (antioxidantc)
QH
R~ OCH 5
P HO O 0 Q oH HO
S
T R OH O
cCoo
Acido ferulico Naringenina Cianidina

(antimicrobiano) (antimicrobiano) (antioxidante)

Figura 5. Estructuras de fenilpropanoides (acidos caféico, clorogénico y fertlico) del lignano
magnolol y de flavonoides (naringenina y cianidina) con actividad biolégica.
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2.2.2 Compuestos fendlicos en Capsicum sp.

Cohen y Kennedy (2010) mencionan que el actuar como metabolitos esenciales
para el crecimiento y reproduccion de plantas, asi como agentes protectores a
diferentes tipos de estrés causados por agentes abidticos y bidticos, siendo
secretados como mecanismo de defensa, son de las principales funciones de los
compuestos fenodlicos en las células vegetales. Estos compuestos son
producidos por las plantas como mecanismo de defensa ante condiciones de
estrés bidtico, producidos de entre un inmenso numero de compuestos
secundarios que actuan como sefalizacion vy fitoquimicos de defensa (Leiss et
al., 2010) y la presencia de fenoles en las plantas como respuesta a una infeccion

Se asocia a resistencia contra hongos patogenos (Vidhyasekaran, 1997).

Estos son sintetizados por dos vias basicas: la del &cido shikimico o del
acido malonico. Conformada su estructura quimica por anillos aromaticos con
grupos hidroxilo, propiciando una alta actividad antioxidante (Figura 6) (Chrestel
et al., 2000), la primera es responsable de la biosintesis de la mayoria de fenoles
en plantas, mientras que la del acido maldnico es la principal para hongos y
bacterias (Taiz y Zaiger, 2006). Hidrosolubles, al estar en su mayoria, unidos a

azucares formando glucésidos (Chrestel et al., 2000).
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Figura 6. Estructura de los capsaicinoides.

Los compuestos fenolicos principalmente ligninas y suberinas llegan a
formar parte integral de la estructura de la pared celular, proporcionando
resistencia, soporte mecanico y barreras protectoras contra infeccion microbiana
(Dai et al., 1995; Strack, 1997).
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La sintesis de fenoles y otros metabolitos secundarios se asocian a la
caracteristica de resistencia/susceptibilidad del genotipo (Lozoya et al., 2007),

siendo mayor en genotipos resistentes que en susceptibles (Dai et al., 1995).
2.2.3 Acido salicilico

Compuesto fendlico presente en todos los dérganos vegetales. Tiene
impacto significativo tanto en el desarrollo y crecimiento de la planta, como en los
procesos de fotosintesis y transpiracion ya que esta relacionado con la toma y
transporte de iones, asi como con, la estructura de los cloroplastos y la anatomia
de la hoja. Por otra parte, se le ha asignado una fuerte responsabilidad como
sefial enddgena en la resistencia a patdégenos y en la Resistencia Sistémica
Adquirida (RSA) (Santner y Estelle 2009). Mucho se ha aprendido durante las
dos ultimas décadas, acerca de cOmo es generada, regulada y traducida la sefial
de acido salicilico (AS) para dar origen a la muerte celular producida por la
respuesta hipersensible (HR), la expresion de genes de defensa y/o la SAR. Una
de las preguntas que actualmente orienta las diferentes investigaciones es el
conocimiento de como es percibida inicialmente esta molécula por la planta y
como este reconocimiento dirige los eventos de sefalizacion de los mecanismos
de defensa, hasta el momento se han caracterizado cuatro proteinas que se unen
a AS; sin embargo, ninguna de ellas es el receptor de esta hormona (Vlot et al.,
2009).

En relacién a la biosintesis del AS, se ha descrito que puede ser generado
por dos distintas vias enzimaticas que requieren del metabolito primario
corismato (Garcion y Métraux, 2006; Chen et al.,, 2009). El aminoacido L-
fenilalanina, puede ser convertido en acido salicilico por dos vias, una mediante
el intermediario benzoato y la otra mediante el &cido cumarico, a través de una
serie de reacciones enzimaticas inicialmente catalizadas por la enzima
Fenilalanina Amonio Liasa (FAL). A su vez, el corismato puede también ser
convertido en AS via isocorismato, en un proceso de dos pasos que implica la
participacion de las enzimas Isocorismato Sintasa (ICS) e Isocorismato Piruvato
Liasa (IPL) (Verberne et al., 2000; Wildermuth et al., 2001) (Figura 7).
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Figura 7. Biosintesis y metabolismo del AS. Abreviaturas: FAI, fenilalanina amonio liasa; ICS,
isocorismato sintasa; IPL, isocorismato piruvato liasa; AB2H, acido benzoico 2-hidroxilasa; AS,
acido salicilico; ASGT, acido salicilico glucosil transferasa; aa. Amino acidos; ASMT, AS metil
tranferasa; P2UAS, proteina 2 unida a AS; MES, metil esterasa; SEG, saliciloil éster glucosa;
ASG, AS O-f glucédsido; SMe, salicilato d emetilo; SMeG, salicilato de metilo O- B glucésido.
(Modificado por Vlot et al., 2009).

White (1979) reportdé por primera vez la participacion del AS en la
resistencia a enfermedades en experimentos en donde inyectd aspirina (acido
acetil salicilico, un derivado del AS) o directamente AS, a hojas de tabaco de una
linea resistente (N. tabacum cv. Xanthi-nc) y observé la produccion de proteinas
relacionadas a la patogénesis, conocidas también como proteinas PR, las cuales
son un grupo heterogéneo de proteinas que se inducen en plantas por la infeccién
de un patdégeno. De manera paralela a la produccion de proteinas PR, observo
un aumento en la resistencia contra la infeccion por el virus del mosaico del
tabaco (TMV), la cual se manifestd por una reduccién del 90% en el nimero de
lesiones en el tejido analizado. Ademas, en las plantas de tabaco resistentes
(Xanthi-nc), pero no en las susceptibles (Xanthi-n), la concentracion de AS
endogeno aumentod alrededor de 40 veces en hojas inoculadas con el virus y
aproximadamente 10 veces en hojas no inoculadas de la misma planta (revisado

en detalle en: Malamy y Klessig, 1992; Raskin, 1992). En la actualidad se ha
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reportado que en muchas plantas el tratamiento con AS o compuestos afines (ver
mas adelante) induce la expresion de genes PR y/o resistencia contra virus,

bacterias y hongos patégenos (Vlot et al., 2009).

La evidencia mas fuerte de la participacion del AS como una sefial de
defensa esencial en plantas ha surgido de estudios en donde los niveles
endogenos de AS fueron alterados. El primero de estos estudios se realizd
utilizando lineas de tabaco transgénicas o de Arabidopsis que expresaban el gen
nahG de la bacteria Pseudomomas putida, que codifica para una enzima llamada
salicilato hidroxilasa la cual metaboliza al AS para convertirlo en catecol, evitando
asi su acumulacién. Después de la infeccion por patdégenos, estas plantas fueron
incapaces de acumular altos niveles de AS, y no lograron desarrollar la RSA o
expresar genes PR en las hojas. Por el contrario, mostraron mayor
susceptibilidad a patégenos tanto virulentos como avirulentos (Gaffney et al.,
1993; Delaney et al., 1994). La resistencia y la expresiéon de genes PR se
restauraron con la adicién de un compuesto analogo del AS: el acido 2,6-dicloro-
isonicotinico (AIN) (Vernooij et al,. 1995; Shah, 2003).

Modo de accién del &cido salicilico durante las respuestas de defensa.
Se ha propuesto un modo de accién para el AS basandose en el hallazgo de que
éste se une e inhibe a la enzima catalasa (Chen et al., 1993; Loake y Grant,
2007). La inhibicién de la catalasa podria conducir a un incremento en la
concentracion del peroxido de hidrogeno (H202) o de otras especies reactivas de
oxigeno derivadas de esta molécula. EI H202 podria tener una actividad
antibiotica en contra de patdgenos, y sus intermediarios podrian en la cascada
de sefalizacion para la expresion de genes de defensa (Durner et al., 1997;
Loake y Grant, 2007). Esta hipotesis fue cuestionada por experimentos en donde
se demostrd que: (1) la induccién de proteinas relacionadas a la defensa tales
como las PR1 no se acumulan como resultado de la produccion del H202 derivado
de la inhibicion de la catalasa por AS, sino del AS directamente; (2) la actividad
de la catalasa no decrece después de la inoculacién de un patégeno o del

tratamiento con AS; (3) los niveles de AS en la respuesta sistémica son
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demasiado pequefios para inhibir a la catalasa, y (4) el H202 en altos niveles
puede inducir la produccion de AS (Bi et al., 1995; Leon et al.,, 1995;
Neuenschwander et al., 1995; Summermatter et al., 1995; Loake y Grant, 2007).
Por ello, se propuso otro modo de accion para el AS basandose en la habilidad
gue tiene para formar por si mismo radicales libres de AS por medio de la
inhibicion de enzimas que contienen grupos hemo, tales como peroxidasa y
catalasa (Durner et al., 1997). Se ha sugerido que tales radicales fendlicos libres
podrian ser potentes iniciadores de la peroxidacién de lipidos, cuyos productos
podrian activar reacciones de defensa (Goodman y Novacky, 1994; Loake y
Grant, 2007). Sin embargo, esta sugerencia no se ha explorado a detalle y falta
por demostrar que los productos de la peroxidacion de lipidos se acumulan a
niveles lo suficientemente altos y en el tiempo adecuado después de la infeccién

para funcionar como inductores efectivos de las respuestas de defensa.
2.2.4 Clorofila

Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega
a la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto
con la celda detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefial eléctrica. La
cantidad de luz captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad
de luz utilizada por la clorofila, la sefial es procesada, y la absorbancia es
cuantificada en valores dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las
unidades SPAD seran siempre las mismas de acuerdo con el tono verde de las
hojas (Krugh et al., 1994).

Los pigmentos mas activos que juegan un papel importante en la
fotosintesis son los pigmentos verdes llamados clorofilas. La clorofila es un
pigmento que absorbe la luz que permite a las plantas y algunos otros
organismos, realizar la fotosintesis al convertir el diéxido de carbono y el agua en
glucosa y oxigeno (Salisbury y Ross, 1992), siendo usualmente un indicador del
estrés nutricional, la capacidad fotosintética y la etapa de desarrollo
(senescencia) (Collins 1978, Milton y Mouat 1989, Curran et al., 1990). Una
molécula de clorofila consiste en un Mg como un atomo central y cuatro atomos
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de N unidos a los anillos de pirrol. Asi que Mg y N son dos de los principales

constituyentes de este pigmento (Kacar y Katkat, 2007).

El contenido de clorofila y la absorcion de nitrégeno se han correlacionado
con las unidades SPAD en diversas condiciones ambientales como la intensidad
luminosa, temperatura, humedad relativa, plagas, densidad de poblacién, fuente
de nitrogeno, etc. (Hiderman et al., 1992; Piekielek y Fox, 1992),
convensionalmente, el contenido de clorofila se mide usando métodos
espectroscopicos y cromatograficos (Lichtenthaler y Wellburn 1983; Gilmore and
Yamamoto 1991).

Existe una estrecha relacion entre el verdor de las hojas (SPAD) y las
concentraciones de clorofila y para esto, se esta utilizando la medicion de SPAD
para estimar las concentraciones de clorofila en la hoja de diferentes plantas en
poco tiempo y con alta precision (Rodriguez y Miller, 2000; Uddling et al., 2007;
Sharma, 2015; Sim et al., 2015).

Turner y Jund (1991), con un modelo reciente del detector de clorofila
SPAD-502, demostraron que la “unidad SPAD” es un valor proporcional al
contenido de nitrégeno en la planta de arroz. Dichos autores analizaron in situ y
en corto tiempo, cientos de muestras sin destruirlas lo que les permitio establecer
de forma inmediata el estado nutrimental del cultivo en estudio. Posteriormente,
el equipo SPAD-502 fue calibrado para el cultivo de maiz (Krugh et al., 1994),
trigo (Follet et al., 1992; Fox et al., 1994), pasto (Festuca) (Kantety et al., 1996) y
algodén (Wood et al., 1992), con el fin de detectar posibles deficiencias de

nitrdgeno.

Di Feo et al. (1995), encontroé que el contenido de clorofilas fue menor en
hojas sintométicas, situacion analoga a la estudiada en batata infectada con

“enanismo cloradtico”.
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I11. Sobre expresion de metabolitos de defensa en chile habanero por infeccién viral

Over-expression of defense metabolites in chile habanero by viral infection

Gustavo Roberto Rodriguez Castro!, Héctor Lozoya Saldafia?

Resumen

Las plantas han desarrollado diversas
estrategias de defensa contra condiciones de
estrés bidtico y abidtico ante el ataque de
insectos 0 microorganismos  patégenos
frenando procesos de infeccion. El objetivo
de esta investigacion fue cuantificar la
sintesis de metabolitos de defensa en
genotipos de chile habanero con diversos
niveles de resistencia a virosis los cuéles se
inocularon con el virus jaspeado del tabaco
(\WVJT). La produccion de Clorofila a, b y total
en los genotipos inoculados con VJT
disminuyo en la fase intermedia, la longitud
del tallo se diferencio solo a los 7 dias
después de la inoculacién, la concentracion
de acido salicilico (AS) se estimuld en la
primera mitad del experimento, mientras que
la sintesis de fenoles totales fue significativa
en los cuatro muestreos presentdndose en
mayor  concentracion  en  genotipos
inoculados. Asi mismo, se obtuvo una fuerte
correlacion  entre:  Incidencia/Severidad,
Incidencia/Altura, Severidad/Altura,
Clorofila a/Clorofila b, Clorofila a/Clorofila
total y Clorofila b/Clorofila total.
Concluyendo que la infeccion viral en el
cultivo no estimuld la sintesis de AS mientras
que la concentracion de fenoles totales en los
genotipos inoculados respecto a los sanos,
mostrd una respuesta contrastante como se
esperaba.

Palabras clave adicionales: Acido salicilico,
fenoles totales, VJT, Capsicum chinense J.

1 Tesista
2 Director

Abstract

The plants have developed different defense
strategies against biotic and abiotic stress
conditions when insects or pathogenic
microorganisms  slow down infection
processes. The objective of this research was
to quantify the synthesis of defense
metabolites in habanero pepper genotypes
with different levels of resistance to virosis,
which were inoculated with the tobacco etch
virus (TEV). The production of Chlorophyll
a, b and total in the genotypes inoculated with
VJT decreased in the intermediate phase, the
length of the stem was different only at 7 days
after the inoculation, the concentration of
salicylic acid (SA) was stimulated in the first
half of the experiment, while the synthesis of
total phenols was significant in the four
samples, presenting a higher concentration in
inoculated genotypes. Likewise, a strong
correlation was obtained between: Incidence
/| Severity, Incidence / Height, Severity /
Height, Chlorophyll a / Chlorophyll b,
Chlorophyll a / Total Chlorophyll and
Chlorophyll b / Total Chlorophyll.
Concluding that the viral infection in the
culture did not stimulate the synthesis of AS
whereas the concentration of total phenols in
the genotypes inoculated with respect to the
healthy ones, showed a contrasting response
as expected.

Additional keywords: Salicylic acid, total
phenols, TEV, Capsicum chinense J.



A partir de 1971 se reporto presencia del virus jaspeado del tabaco (\VJT) en parcelas de chile
de los estados de Guanajuato, Tamaulipas y Sinaloa (Garzon et al., 2012); otros reportes lo ubican
en parcelas de los estados de Yucatan, Zacatecas, Aguascalientes y San Luis Potosi (Pérez y Rico,
2004; Velasquez et al., 2012) y en la Region Lagunera (Coahuila-Durango) (Chew et al., 2007),
encontrandose distribuido en todas las zonas productoras de chile en México (Delgadillo, 1993,
Garzon, 1987; Pinto, 1995).

En la Republica Mexicana no existe informacion sobre las pérdidas provocadas por este
virus, sin embargo, en el estado norteamericano de Georgia el promedio de incidencia de este
patdgeno durante un periodo de cinco afios fue de 90 — 100% mientras que las pérdidas en ese
mismo periodo variaron entre 15 — 50 % (Kuhn et al., 1989). Més de 60 especies de afidos han sido
identificados como vectores, destacando M. persicae, M. euphorbiae, A. gossypii, A.citricola, A.
craccivora, A. spiraecola, Lipaphis erysimi Hille Ris Lambers y A. fabae (McDonald, 2001). La
adquisicion e inoculacion del virus puede tomar solo 10 segundos y los afidos permanecen
viruliferos por una a cuatro horas (Reddick, 2003; Garzon et al., 2012).

Una vez infectadas por un patogeno las plantas despliegan un amplio espectro de defensas,
una de ellas es la respuesta hipersensible, por la que las células que rodean la zona de infeccion
mueren rapidamente, privando al patégeno de nutrientes y evitando su expansion. Esta respuesta
hipersensible con frecuencia esta precedida por la produccion de especies reactivas de oxigeno.
Las células proximas a la infeccidn sintetizan un gran nimero de compuestos téxicos formados por
la reduccion del oxigeno molecular, incluidos el anion superoxido (+0%), el perdxido de hidrogeno
(H202) y el radical hidroxilo (*OH). Las especies reactivas de oxigeno pueden contribuir a la muerte
celular como parte de la respuesta hipersensible o actuar para matar directamente al patdgeno
(Kombrink y Somssich, 1995; Lamb y Dixon, 1997; Nirnberger y Scheel, 2001; Taiz y Zeiger,
2006).

Los compuestos fenolicos son producidos por las plantas como mecanismo de defensa ante
condiciones de estrés bidtico, producidos de entre un inmenso nimero de compuestos secundarios
que actuan como sefializacion y fitoquimicos de defensa (Leiss et al., 2010) y la presencia de
fenoles en las plantas como respuesta a una infeccién se asocia a resistencia contra hongos
patégenos (Vidhyasekaran, 1997). Estos son sintetizados por dos vias basicas: la del acido

shikimico o del &cido mal6nico. Conformada su estructura quimica por anillos aromaticos con



grupos hidroxilo, propiciando una alta actividad antioxidante (Chrestel et al., 2000), la primera es
responsable de la biosintesis de la mayoria de fenoles en plantas, mientras que la del acido malonico
es la principal para hongos y bacterias (Taiz y Zaiger, 2006). Por otra parte, al acido salicilico
(AS) se le ha asignado una fuerte responsabilidad como sefial enddgena en la resistencia a
patdgenos y en la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) (Santner y Estelle 2009). Mucho se ha
aprendido durante las dos ultimas decadas, acerca de como es generada, regulada y traducida la
sefial de (AS) para dar origen a la muerte celular producida por la respuesta hipersensible (HR), la
expresion de genes de defensa y/o la SAR (Vlot et al., 2009). Se ha descrito que el AS puede ser
generado por dos distintas vias enzimaticas que requieren del metabolito primario corismato
(Garcia y Metraux, 2006; Chen et al., 2009). El aminoacido L-fenilalanina, puede ser convertido
en acido salicilico por dos vias, una mediante el intermediario benzoato y la otra mediante el &cido
cumérico, a través de una serie de reacciones enzimaticas inicialmente catalizadas por la enzima
Fenilalanina Amonio Liasa (FAL). A su vez, el corismato puede también ser convertido en AS via
isocorismato, en un proceso de dos pasos que implica la participacion de las enzimas Isocorismato
Sintasa (ICS) e Isocorismato Piruvato Liasa (IPL) (Verberne et al., 2000; Wildermuth et al., 2001).

Por todo lo anterior, se planted la presente investigacion con los objetivos de determinar la
incidencia y severidad de una infeccidn viral, asi como el efecto en la altura de la planta, cantidad
de clorofila y cantidad presencia de fenoles totales y acido salicilico (AS) en siete genotipos de

chile habanero inoculados con el virus jaspeado del tabaco (VJT).

MATERIALES Y METODOS

Bajo invernadero, cinco genotipos de chile habanero comerciales (Resistentes) y 2 dos lineas
avanzadas (INIFAP-Criollo: Susceptible e INIFAP-Calakmul: Resistente) se trasplantaron bajo un
disefio experimental de parcelas divididas, donde las parcelas grandes consistieron de los genotipos
inoculados con VJT y los testigos, las parcelas chicas fueron los genotipos estudiados. Las variables
evaluadas fueron: incidencia definiéndola como la proporcion (0 a 1) o porcentaje (0 a 100) de
individuos enfermos con relacion a la poblacidn total del tratamiento (Seem, 1984), y severidad
de VJT definida como el area de tejidos vegetales afectadas por una enfermedad (James, 1974),
area de una unidad muestreada (superficie de la planta o de un 6rgano, por ejemplo una hoja)
afectada por la enfermedad, expresada en porcentaje y/o una proporcion de area total (Casa et al.,
2009) esta se determin6 con una escala de 1 a 4, donde: 1 = plantas con ningun sintoma de virosis;

2 = ligeros sintomas de virosis (mosaicos); 3 = sintomas fuertes de virosis (enchinamiento de hojas



y reduccién de altura); 4 = sintomas intensos de virosis (necrosis y/o muerte de la planta) (Escala
tomada y ajustada de Peérez et al., 2010), longitud del tallo principal, contenido de clorofilas (a, b
y total), concentracion de &cido salicilico y fenoles totales. La inoculacion se realizo el 13-mayo-
2017 cotejando la eficiencia del proceso con serologia de enzimas conjugadas (ELISA),
posteriormente se realizé la toma de datos y muestra de tejido vegetal a los 7, 14, 21 y 28 dias (20-
mayo, 3, 10 y 17-junio de 2017). La longitud del tallo principal se determin6 con la ayuda de un
metro con escala de 0 a 100 cm, el indice SPAD (Soil Plant Analysis Development) o unidades
SPAD fueron obtenidas por el clorofilometro portatil SPAD-502, al ser proporcional a la cantidad
de clorofila presente en la hoja (Minolta Camera Co. 1989). De acuerdo con Hull (2002) menciona
que el grado de pérdida en los rendimientos esta generalmente correlacionado con la severidad de
los sintomas, particularmente donde la pérdida de clorofila en las hojas es evidente asi mismo, Hull
(2004) menciona que los efectos directos sobre el aparato fotosintético es la forma més obvia y
quizés la mas comun por la cual la infeccion viral reduce el tamafio de la planta asi mismo, por lo
que en esta investigacion se mididé unidades SPAD y su conversion correspondiente a mg de

clorofila por g de tejido fresco.

Clorofila a, b y total. Este ensayo se realiz6 empleando 0.1 g de tejido vegetal de las muestras a
analizar, se le agregd 5 ml de acetona y homogeniz6. Se dejo reposar 24 h en refrigeracion para su
posterior medicion en el espectrofotometro a 645 y 662 nm (Nota: si el resultado de la lectura de
la muestra en el espectrofotdmetro es de mas de 900 nm, se debe diluir la mezcla en acetona)
(Lichtenthaler, 1987).

Determinacion de &cido salicilico. Se determind la curva de extraccion de acido salicilico donde
a concentraciones conocidas (100, 200, 300, 400 y 500 u mL™) de dicho &cido se les cuantificd la
absorbancia en la region visible mediante espectrofotometria a 540 nandémetros con cuatro
repeticiones, obteniendo la siguiente ecuacion de regresion: y=0.0336x — 0.0074. Se obtuvo tejido
vegetal de la parte media de la planta, la muestra se etiquet6 para trasladarla en hielo al laboratorio
de usos multiples del departamento de Fitotecnia localizado en la Universidad Autonoma
Chapingo, donde se mantuvieron a -12°C para su conservacion y su posterior analisis, empleando
el protocolo de Warrier et al., (2013) con modificaciones, al emplear 0.2 g de tejido vegetal.
Determinacién de fenoles totales. Se aplicd la metodologia Folin-Ciocalteu descrita por
Waterman y Mole (1994).



Andlisis estadistico. Se realizaron andlisis de varianza y comparaciones mdltiples de medias
utilizando el método de Tukey con nivel de significancia al 5%. Realizando analisis individuales
para cada fecha de muestreo y andlisis combinados a través de las fechas de muestreo. También se
obtuvo la correlacién general entre las variables evaluadas. Los andlisis se realizaron con el paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System 9.0).

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia y severidad

La incidencia fue diferente significativamente en los cuatro muestreos realizados ya que los
genotipos inoculados presentaron el mayor nimero de individuos sintomaticos con respecto a su
testigo tras la inoculacion del VJT (Figura 1).

Los genotipos INIFAP-Criollo (S), INIFAP-Calakmul (R) presentaron una incidencia final de 14
y 12 individuos sintométicos respectivamente, en los genotipos Mayan kisin, Jaguar y Mayan Chac
(R) esta fue 7, 4 y 3 individuos. Mayapan (R) y Calakmul (R) no presentaron individuos

sintomaticos (Figura 2).
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Figura 8. Incidencia promedio en genotipos inoculados Figura 9. Incidencia observada en los genotipos
con VIT y genotipos testigo: _t:n_testigol — inoculados inoculados con VJT por fecha de evaluacién: - INIFAP-

con VJT. Criollo, - INIFAP-Calakmul, * Mayapan,
- Calakmul, x Mayan Chac, < Mayan Kisin,
- Jaguar.

Observando de igual forma la severidad o el grado de los sintomas en las plantas, los individuos

sintomaticos tuvieron un grado promedio de severidad final de 2.6 (INIFAP-Criollo), 1.5 (INIFAP-



Calakmul, 1 (Mayapan y Calakmul), 1.1 (Mayan Chac), 1.9 (Mayan Kisin) y 1.3 (Jaguar) (Figura

2) de acuerdo con la escala establecida.
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Figura 10. Severidad en genotipos inoculados con VJT
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Longitud de tallo

Con excepcion del primer muestreo, no hubo diferencias significativas entre plantas sanas e

inoculadas con VJT en la longitud de tallo a lo largo del ciclo (Figura 4), por lo que la presencia

del virus no afectd significativamente esta variable. Asi mismo, se puede observar que en los
genotipos INIFAP-Criollo e INIFAP-Calakmul hubo una reduccién de la altura del 64.7 y 18.2 %

aproximadamente en comparacién con los testigos, mientras que los genotipos Mayapan,

Calakmul, Mayan Chac, Mayan Kisin y Jaguar, la reduccion de la misma oscil6 entre 2.2 y 8.4 %

(Cuadro 1).
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Figura 11. Longitud promedio del tallo en la interaccion de la sanidad del cultivo (genotipos testigo e inoculados
con VJT): -=-testigo, — inoculados con VJT.

De acuerdo con (Hull, 2002), al verse afectada la produccion de clorofila conduce a una
menor actividad fotosintética, siendo el modo mas comudn por el cual la infeccion produce la

reduccion del tamarfio de la planta.

Clorofila a, by total

Los andlisis estadisticos registraron diferencias significativas para Clorofila a en la fase
intermedia, no afectando en el primero y ultimo muestreo (Figura 5). Asi mismo, al realizar la
prueba de medias de Tukey de la interaccion del factor A (genotipos testigo e inoculados) y B
(genotipos) se encontré diferencias altamente significativas en las evaluaciones realizadas, donde
se observa que a los 14 ddi y 21 ddi el genotipo Calakmul present6 2.69 y 2.66 mg g de tejido
fresco de Clorofila a respectivamente (Cuadro 2).
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Figura 12. Contenido de Clorofila a; =testigo, — inoculados con VJT.

Con respecto a la Clorofila b, se encontr6 alta significancia para factor A a los 14 ddi
(p=0.0100) y 21 ddi (p=0.0086) sin afectar el primer y Gltimo muestreo (Figura 6), de igual forma
en la interaccion A*B a los 14 (p<0.0001) y 21 ddi (p=0.0003), similar a la Clorofila a, donde a los
7 ddi los genotipos Mayapan, Calakmul y Mayan Chac inoculados presentaron 4.7,4.5y 4.6 mg g
! de este pigmento, siendo un 5.33, 6.39 y 8.33 % mayor que su testigo respectivamente (Cuadro
3).

De acuerdo con Hull (2002), el grado de pérdida en el rendimiento se correlaciona con la
severidad de los sintomas, particularmente donde se muestra una disminucién evidente de clorofila
en hojas. Cabrera et al., (2010), evalué la Influencia del virus del mosaico de la malanga sobre el
contenido de clorofilas en Xanthosoma nigrum (VELL.) genotipo INIVIT M 95-1, observando que
los contenidos de clorofila («a», «b» y «a+b») mostraron diferencias significativas al comparar las
muestras de plantas infectadas por el virus con las sanas. La concentracion de clorofilas en los
discos de hojas de plantas infectadas y sanas fue de 1,056 y 1,802 mg.g™* para la clorofila «a»;
0,189 y 0,379 mg.g* para la «b» y 1,245 y 2,180 mg.g* para la clorofila total, respectivamente.
Por otra parte, Cabrera et al., (2009) mencionan que la infeccion por papaya ringspot virus (PRSV)
en las plantas de papaya provoc6 una reduccion significativa en el contenido de pigmento en
aquellas hojas que mostraban un mosaico intenso.Por lo que los resultados obtenidos en este
estudio coinciden con los de Hull (2002), Cabrera et al., (2010) y Cabrera et, al., (2009) al
detectarse diferencias significativas entre los genotipos control y los inoculados con VJT en el

segundo y tercer muestreo.
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Figura 13. Concentracion de Clorofila b en la comparacion de la sanidad del cultivo: -=-testigo, — inoculados con
VJT.

El mismo caso se encontro en la Clorofila total, ya que las diferencias significativas para el
factor A fueron de p=0.0100 y p=0.0086 a los 14 y 21 ddi respectivamente, no afectando el primer
y cuarto muestreo (Figura 7); en la interaccion entre los factores A*B se encontraron a los 14 (p
<0.0001) y 21 ddi (p=0.0003), donde el genotipo Mayapan con 37.23 y 35.2 mg g™ de tejido fresco
(testigo e inoculado respectivamente) a los 7 ddi y Calakmul lo hizo en los muestreos posteriores
obteniendo 34.1, 34.2 y 33.2 en el testigo y 37.7, 37.4 y 36.1 para el inoculado (Cuadro 4), estos
presentaron la mayor cantidad de este pigmento en comparacion con su respectivo testigo.
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Figura 14. Concentracion de Clorofila total en la comparacion de la sanidad del cultivo: =-testigo, — inoculados
con VJT. .

Los resultados obtenidos por Cabrera et al., (2009, 2010) son similares a los mostrados en
esta investigacion, encontrando que a partir de una infeccién viral produce una disminucién
significativa de pigmentos fotosintéticos en los individuos que presentaron sintomas de mosaico.
Asi mismo, al realizar el analisis de correlacion respectivo se encontrd que entre Clo-a/Clo-b, Clo-
a/Clo-total y Clo-b/Clo-total el coeficiente r fue significativo (r<0.01) en los cuatro muestreos
realizados, mientras que entre Clo-a/Alt, Clo-b/Alt, Clo-total/Alt, sélo se mostrd significancia a los
14 y 28 ddi (r<0.05) (Cuadro 2).

Di Feo et al., (2010) determind gue el contenido de clorofilas en trigo asociado a la infeccion
con Mal de rio cuarto virus (MRCV), fue significativamente menor en relacion a los controles

negativos: (2 ug/mg PF), en hojas de plantas picadas por insectos no viruliferos (PS): (1,02 pg/mg
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PF) o infectadas con aislamiento zona endémica (ZE): (1,11 ug/mg PF) y del Noroeste Argentino
(NOA): (1,24 pg/mg PF) del MRCV, los que no discreparon entre si.

Esto repercute directamente en los elementos necesarios por las plantas para la realizacion
de la fotosintesis, por lo que al disminuir la concentracion de clorofila de las hojas de las plantas
éstas no podran realizar la captacion adecuada de energia luminosa que impacta sobre ellas y no
sera absorbida por el pigmento fotosensible de la planta.

Por lo que Salazar (1995) explica 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.

Acido salicilico

Las concentraciones de AS obtenidas por genotipo en cada uno de los muestreos no se vieron
afectadas significativamente por la presencia del VJT a excepcion del primer muestreo (p=0.0050)
(Figura 8), no asi en el factor B (genotipos) donde no se encontrd significancia en los cuatro
muestreos realizados. Observando que en los genotipos inoculados INIFAP-Criollo e INIFAP-
Calakmul tuvieron la menor concentracion de este metabolito con 27.7 y 37.2 mg g tejido fresco
respectivamente, mientras que los genotipos Mayapan, Calakmul, Mayan Chac, Mayan Kisin y
Jaguar presentaron 45.5, 39.5, 39.0, 37.5y 37.8 mg g* de tejido fresco respectivamente.

Al realizar un analisis combinado de la interaccion de A x B mediante las medias ajustadas
por minimos cuadrados, se puede apreciar que el testigo del genotipo Mayan Kisin sintetizé en
mayor cantidad este compuesto, produciendo una diferencia estadistica significativa de las otras
interacciones, en especial de los genotipos INIFAP-Criollo e INIFAP-Calakmul, ya que estos
fueron capaces de sintetizar solo 11.3 y 11.7 mg g* de tejido. Asi mismo a los 28 ddi se
mantuvieron las diferencias estadisticas en la interaccion de los factores, llamando la atencidn que
ahora sea el genotipo Mayapan inoculado con VJT present6 la mayor cantidad de sintesis de este
metabolito (15.6 mg g de tejido) diferenciandose de Mayan Chac que es el que menor lo hizo (6.3

mg g de tejido) habiendo diferencia estadistica entre ambos genotipos (Cuadro 5).
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Figura 15. Concentracion de cido salicilico en la interaccién de la sanidad del cultivo: —=-testigo, - inoculados
con VJT.

White (1979) reportd por primera vez la participacion del AS en la resistencia a
enfermedades, al inyectar aspirina (&cido acetil salicilico, un derivado del AS) 6 directamente AS,
a hojas de tabaco de una linea resistente (N. tabacum cv. Xanthi-nc) observando la produccion de
proteinas relacionadas a la patogénesis, conocidas también como proteinas PR. Posteriormente,
otros estudios evidenciaron la fuerte participacion del AS como sefial de defensa esencial en
plantas, donde los niveles endogenos de AS fueron alterados. Uno de estos estudios se realiz6 con
lineas de tabaco transgénicas o de Arabidopsis que expresaban el gen nahG de la bacteria
Pseudomomas putida, que codifica para una enzima llamada salicilato hidroxilasa la cual
metaboliza al AS para convertirlo en catecol, evitando asi su acumulacién. Después de la infeccidn
por patdgenos, estas plantas fueron incapaces de acumular altos niveles de AS y no lograron
desarrollar la RSA o expresar genes PR en las hojas. Por el contrario, mostraron mayor
susceptibilidad a patdgenos tanto virulentos como avirulentos (Gaffney et al, 1993; Delaney,
1994). La resistencia y la expresion de genes PR se restauraron con la adicion de un compuesto
analogo del AS: el acido 2,6-dicloro-isonicotinico (AIN) (Vernooij et al, 1995; Shah, 2003).

Fenoles totales
Generalmente se encontro diferencias estadisticas en la concentracién de este metabolito en
la sanidad del cultivo (Figura 9), no obstante, la interaccidn entre esta y los genotipos no presento

diferencia.
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Destacando que a los 7 y 14 ddi el genotipo inoculado Mayan Chac, sintetiz6 la mayor
cantidad de estos compuestos. A los 21 ddi el genotipo Calakmul (8.13 mg g de tejido) repunta
en la sintesis de fenoles totales y a los 28 ddi Mayan Chac sigue sintetizando mayor cantidad de
este compuesto (7.35 mg g de tejido), siendo los genotipos inoculados con VJT en ambos casos,

asi mismo los genotipos presentando un comportamiento similar (Cuadro 6).
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Figura 16. Fenoles totales en la interaccion de la sanidad del cultivo: = testigo, — inoculados con VJT.

De las variables cuantificadas, aparentemente solo la concentracion de fenoles totales
mostrd una respuesta contrastante como se esperaba.

Barbehenn et al., (2009) probaron la hipotesis de que el estrés bidtico induce la produccién
de altas concentraciones de semiquinona que resulta como un radical libre después de la oxidacion
de compuestos fenolicos como los taninos, sobre el agente causante del estrés, lo que pudiera estar
relacionado con una reduccion en la incidencia del patégeno.

Herrera et al., (2018) al realizar la cuantificacion de compuestos fenélicos encontraron en
algunos casos, que los porcentajes de incremento superaron el doble de lo obtenido en los chiles
de plantas sanas, para el caso de fenoles y antocianinas totales, se observo un incremento del 152%

y 120%, respectivamente, mientras que para los taninos el incremento fue del 696%.

Analisis de Correlacion

En el Cuadro 7 se muestran las correlaciones existentes entre las variables evaluadas (Inc:
Incidencia, Sev: Severidad, Clo-a: Clorofila a, Clo-b: Clorofila b, Clo-total: Clorofila total, Alt:
Altura, AS: Acido salicilico, Fen: Fenoles totales), encontrando que para INC/SEV, INC/ALT,
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SEV/ALT, SEV/ALT, CLO-a/CLO-b, CLO-a/CLO-total y CLO-b/CLO-total fueron altamente

significativas durante los cuatro muestreos realizados.

CONCLUSIONES

La infeccidn viral no estimul6 una reduccion de la longitud del tallo significativa con relacién
a las plantas sanas a excepcion del primer muestreo.

Se encontré respuesta diferencial en la concentracion de pigmentos en los genotipos debido
a la sanidad de estos sdlo en la fase intermedia de las evaluaciones, exceptuando el muestreo uno
y cuatro. La sintesis de AS generalmente no fue significativa entre los genotipos inoculados con
virus jaspeado del tabaco (VJT) y los testigos.

De todas las variables cuantificadas, aparentemente solo los fenoles totales mostraron una

respuesta contrastante como se esperaba.
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Cuadro 1. Longitud promedio del tallo (cm).

Dias después de la inoculacion (ddi)

Genotipo

7 14 21 28
INIFAP_Criollo 53.0 a’ 59.2 a 63.3 a 70.5 a
INIFAP_Calakmul 46.3 a 59.0 a 61.8 a 68.3 a
S, Mayapan 57.3 a 68.3 a 70.8 a 75.0 a
% Calakmul 535 a 63.0 a 66.2 a 68.3 a
= Mayan_chac 56.3 a 62.5 a 64.7 a 66.7 a
Mayan_kisin 49.2 a 56.7 a 60.7 a 73.2 a
Jaguar 53.7 a 63.5 a 67.0 a 70.2 a
—  INIFAP_Criollo 17.8 b 213 b 225 Db 253 b
S INIFAP_Calakmul 415 ab 475 ab 49.8 ab 523 a
S Mayapan 53.8 a 66.0 a 69.0 a 68.1 a
é Calakmul 51.3 a 62.5 a 65.0 a 66.8 a
< Mayan_chac 46.8 a 60.7 a 59.5 a 62.8 a
8  Mayan_kisin 45.0 ab 56.5 a 59.2 a 65.1 a
~  Jaguar 52.8 a 62.0 a 64.8 a 68.3 a
?Datos con la misma letra no son diferentes estadisticamente (p=0.05).
Cuadro 2. Contenido de Clorofila a.
. Dias después de la inoculacion (ddi)

Genotipo 14 1 28
INIFAP_Criollo 2.357 bc? 2.426 ¢ 2.398 d 2.354 d
INIFAP_Calakmul  2.400 bc 2.459 ¢ 2.494 cd 2.400 cd

g, Mayapan 2.654 a 2.628 ab 2.641 a 2.548 ab
g Calakmul 2.566 abc 2.692 a 2.669 a 2.576 a
= Mayan_chac 2.581 ab 2.597 ab 2.567 abc 2.506 abc
Mayan_Kisin 2323 ¢ 2.521 bc 2.509 bcd 2.445 Dbcd
Jaguar 2.543 abc 2.628 ab 2.625 ab 2.532 ab
— INIFAP_Criollo 2.467 a 2.528 abc 2.556 a 2517 a
S INIFAP_Calakmul 2,531 a 2.513 abc 2570 a 2517 a
§ Mayapan 2,509 a 2.622 a 2581 a 2534 a
é Calakmul 2.404 a 2.430 cd 2.438 ab 2.367 b
= Mayan_chac 2.365 a 2.364 d 2355 b 2376 b
§ Mayan_Kisin 2.418 a 2.476 bcd 2.510 ab 2387 b
— Jaguar 2.508 a 2.557 ab 2.529 a 2.561 a

?Datos con la misma letra no son diferentes estadisticamente (p=0.05).
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Cuadro 3. Concentracion de Clorofila b.

Dias después de la inoculacion (ddi)

Genotipo 14 1 28
INIFAP_Ciriollo 4.170 bc? 4293 ¢ 4.243 d 4.166 d
INIFAP_Calakmul  4.246 bc 4351 c 4.413 cd 4.247 cd

g, Mayapan 4.696 a 4.650 ab 4.673 a 4.509 ab
@ Calakmul 4.540 abc 4764 a 4723 a 4,558 a
= Mayan_chac 4.567 ab 4.596 ab 4.542 abc 4.434 abc
Mayan_Kkisin 4110 c 4.460 bc 4.439 bcd 4.326 bcd
Jaguar 4.499 abc 4.651 ab 4.645 ab 4.480 ab
—  INIFAP_Criollo 4.366 a 4.472 abc 4522 a 4.454 a
> INIFAP_Calakmul  4.479 a 4.447 abc 4548 a 4.453 a
S Mayapan 4439 a 4.640 a 4566 a 4484 a
é Calakmul 4.254 a 4.299 cd 4.313 ab 4188 b
= Mayan_chac 4.184 a 4183 d 4.167 b 4203 b
§ Mayan_Kisin 4.279 a 4.381 bcd 4.442 ab 4223 b
~  Jaguar 4.438 a 4.524 ab 4.474 a 4532 a
?Datos con la misma letra no son diferentes estadisticamente (p=0.05).
Cuadro 4. Contenido de Clorofila total.
Genotipo Dias después de la inoculacién
14 21 28
INIFAP_Criollo 33.073 bc? 34.043 a 33.653 d 33.042 d
INIFAP_Calakmul 33.678 bc 34.507 a 34.999 cd 33.687 cd
g, Mayapan 37.232 a 36.869 ab 37.051 a 35.754 ab
@ Calakmul 35.998 abc 37.769 a 37.447 a 36.139 a
= Mayan_chac 36.211 ab 36.440 ab 36.013 abc 35.160 abc
Mayan_Kkisin 32,597 ¢ 35.370 bc 35.201 bcd 34.309 bcd
Jaguar 35.677 abc 36.877 ab 36.832 ab 35.525 ab
—  INIFAP_Criollo 34.622 a 35.466 abc 35.859 a 35.323 a
S INIFAP_Calakmul 35515 a 35.266 abc 36.065 a 35.316 a
§ Mayapan 35.203 a 36.788 a 36.208 a 35.554 a
é Calakmul 33.739 a 34.096 cd 34.206 ab 33213 b
< Mayan_chac 33.185 a 33.178 d 33.048 b 33338 b
§ Mayan_Kkisin 33.933 a 34.745 bcd 35.223 ab 33.495 b
—  Jaguar 35.192 a 35.877 ab 35.480 a 35.937 a

?Datos con la misma letra no son diferentes estadisticamente (p=0.05).
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Cuadro 5. Sintesis de acido salicilico (AS).

Dias despues de la inoculacion (ddi)

Genotipo

7 14 21 28
INIFAP_Ciriollo 371 & 7.22 a 942 a 8.77 a
INIFAP_Calakmul 2.64 a 11.18 a 14.07 a 7.93 a
8, Mayapan 2.34 a 1091 a 19.01 a 10.26 a
@ Calakmul 2.64 a 14.75 a 1454 a 7.28 a
= Mayan_chac 383 a 11.68 a 16.00 a 7.88 a
Mayan_Kkisin 4.24 a 9.96 a 1454 a 7.10 a
Jaguar 2.99 a 10.82 a 12.64 a 5.08 a
— INIFAP_Criollo 27.76 a 13.05 b 11.03 a 8.59 a
S INIFAP_Calakmul  37.22 a 17.76 b 11.68 a 793 a
S Mayapan 45.49 a 19.13 b 11.21 a 8.11 a
é Calakmul 39.54 a 3341 a 18.59 a 8.53 a
= Mayan_chac 39.07 a 21.92 ab 12.70 a 6.33 a
§ Mayan_kisin 3752 a 24.78 ab 15.97 a 9.13 a
—  Jaguar 37.88 a 22.07 ab 14.42 a 8.05 a

?Datos con la misma letra no son diferentes estadisticamente (p=0.05).

Cuadro 6. Concentracion de fenoles totales (FEN).

Dias después de la inoculacion (ddi)

Genotipo 7 14 21 28

Inifap criollo 1.57 a 1.60 a 1.64 a 1.66 a
Inifap calakmul 1.74 a 1.69 a 2.86 a 1.29 a

S, Mayapan 1.45 a 1.79 a 2.67 a 2.20 a
@ Calakmul 1.63 a 191 a 343 a 2.56 a
= Mayan Chac 1.23 a 2.64 a 294 a 2.79 a
Mayankisin 1.48 a 2.06 a 2.63 a 247 a
Jaguar 1.65 a 1.29 a 2.38 a 2.25 a

— Inifap criollo 1.37 a 6.35 a 558 a 555 a
S Inifap calakmul 1.88 a 501 a 572 a 7.05 a
S  Mayapan 1.92 a 593 a 5.80 a 6.26 a
é Calakmul 1.74 a 6.82 a 6.07 a 7.10 a
=  Mayan Chac 1.99 a 541 a 6.23 a 6.35 a
§ Mayankisin 1.74 a 5.18 a 5.08 a 502 a
—  Jaguar 1.61 a 542 a 5.36 a 6.45 a

?Datos con la misma letra no son diferentes estadisticamente (p=0.05).
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Cuadro 7. Coeficiente de correlacion con su respectiva significancia estadistica entre variables

evaluadas.
Coeficiente de correlacion (r)
7 ddi 14 ddi 21 ddi 28 ddi

Inc/Sev 0.997 ** 0.997 ** 0.997 ** 0.997 **
Inc/Alt 0.552 ** -0.602 ** -0.605 ** -0.520 **
Inc/AS 0.236 NS -0.274 NS -0.367 * -0.242 NS
Sev/Alt -0.559 ** -0.623 ** -0.616 ** -0.527 **
Sev/AS 0.234 NS -0.302 NS -0.358 * -0.248 NS
Clo-a/Clo-b 1 ** 1 ** 1 ** 1 **
Clo-a/Clo-total 1 ** 1 ** 1 ** 1 **
Clo-a/Alt 0.216 NS 0.313 * 0.281 NS 0.431 **
Clo-b/Clo-total 1 ** 1 ** 1 ** 1 **
Clo-b/Alt 0.216 NS 0.313 * 0.281 NS 0.431 **
Clo-total/Alt 0.216 NS 0.313 * 0.281 NS 0.431 **
Alt /AS -0.233 NS 0.231 NS 0.261 NS 0.456 **
AS/Fen 0.344 * -0.063 NS -0.504 ** -0.121 NS

* Significancia al 5% de confiablidad

** Altamente significativa al 1% de confiabilidad
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ANEXOS

An. 1: Produccion de chile habanero a nivel estatal (toneladas).

Afio
Estado

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Baja 0 0 0 111 0 0 0 75 0 0 0
California
Sur
Campeche 288 305 358 470 487 674 565 393 236 462 578
Colima 0 0 0 0 26 18 0 0 0 3 28
Chiapas 0 0 45 0 190 15 100 100 175 340 144
Chihuahua 0 0 0 0 80 40 0 0 0 0 0
Jalisco 0 0 0 0 8 56 28 0 0 15 25
Michoacan 0 0 0 30 20 72 70 15 14 40 86
Nayarit 0 0 0 0 4 22 0 8 42
Nuevo 0 0 0 0 0 0 0 0 900 240 461
Leon
Oaxaca 0 0 0 0 0 0 0 73 0 0 37
Quintana 133 120 377 237 386 265 336 244 271 187 436
Roo
San Luis 0 0 0 36 0 0 0 0 76 76 18
Potosi
Sonora 0 0 80 0 150 255 179 0 0 0 0
Tabasco 531 1,667 1,101 1,475 2,250 904 2,766 911 520 1,401 4,546
Tamaulipas 0 0 0 0 0 0 0 0 40 25 0
Veracruz 0 0 44 0 84 88 9 12 0 0 56
Yucatan 1,650 2,487 3,295 3,645 3,390 2,897 3,263 2,705 2,968 2,842 2,615

Fuente: Ocampo et al., 2014.
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An. 2: Incidencia de virus jaspeado del tabaco (TEV) durante los muestreos realizados.

Dias después de inoculacién

Genotipo Tratamiento
14 21 28
INIFAP-Criollo Testigo 0.0000 b? 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
Yy

(S) TEV 1.6667 a 1.6667 a 1.6667 a 1.6667 a
INIFAP-Calakmul  Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.6667 ab  0.6667 ab 06667 ab  0.6667 ab
Mayapan Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.3333 ab  0.3333 ab 03333 ab  0.3333 ab
Calakmul Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
Mayan-Chac Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
Mayan-kisin Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.3333 ab  0.3333 ab  0.3333 ab  0.3333 ab
Jaguar Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.3333 ab  0.3333 ab  0.3333 ab  0.3333 ab

Testigo 0.0000 a 0.0000 a 0.0000 a 0.0000 a

TEV 0.4762 a 0.4762 a 0.4762 a 0.4762 a

DSH 1.0842 1.0842 1.0842 1.0842

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas

por minimos cuadrados (Ismeans).
¥’ S = susceptible, R = resistente.
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An. 3: Severidad en siete genotipos de chile habanero inoculados con virus jaspeado del

tabaco (TEV).

Dias después de inoculacién

Genotipo Tratamiento
14 21 28
INIFAP-Criollo Testigo 0.0000 b*  0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
Yy

(S) TEV 30000 a  3.0000 a  3.0000 a  3.0000 a
INIFAP-Calakmul  Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 1.2000 ab  1.2000 ab  1.2000 ab  1.2000 ab
Mayapan Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.6000 b 0.6000 b 0.6000 b 0.6000 b
Calakmul Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
Mayan-Chac Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
Mayan-kisin Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.2000 b 0.2000 b 0.2000 b 0.2000 b
Jaguar Testigo 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
(R) TEV 0.6000 b 0.6000 b 0.6000 b 0.6000 b

Testigo 0.0000 a 0.0000 a 0.0000 a 0.0000 a

TEV 0.2762 a 0.2762 a 0.2762 a 0.2762 a

DSH 0.6201 0.6201 0.6201 0.6201

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas
por minimos cuadrados (Ismeans).
¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 4: Concentracion media de Clorofila “a” en plantas de chile habanero (mg g de tejido
fresco) inoculadas con virus jaspeado del tabaco (TEV).

Dias después de inoculacion

Genotipo Tratamiento
7 14 21 28
INIFAP-Criollo Testigo 2.46727 abc? 2.52761 bcde 2.55570 abc  2.51740 abc
y

(S) TEV 2.35661 bc  2.42594 ef 2.39805 de  2.35439 e
INIFAP-Calakmul  Testigo 253114 abc 2.51336 bcde 2.57046 abc  2.51689 abc
(R) TEV 2.39987 bc  2.45909 def  2.49426 bcde 2.40047 cde
Mayapan Testigo 2.50881 abc 2.62210 ab  2.58066 abc  2.53387 ab
(R) TEV 2.65383 a 2.62786 ab  2.64090 ab  2.54822 ab
Calakmul Testigo 2.40421 bc  2.42968 def  2.43756 cde  2.36662 e
(R) TEV 2.56561 ab  2.69224 a 2.66919 a 2.57571 a
Mayan-Chac Testigo 2.36460 bc  2.36409 f 2.35479 e 2.37551 e
(R) TEV 2.58087 ab  2.50724 abc 2.56672 abc  2.50578 abcd
Mayan-kisin Testigo 2.41806 bc  2.47607 cdef 2.51022 bcd  2.38673 de
(R) TEV 2.32255 ¢ 2.52073 bede 2.50871 bed  2.44494 bede
Jaguar Testigo 2.50800 abc 255702 bcd  2.52862 abcd 2.56126 ab
(R) TEV 2.54266 abc 2.62847 ab  2.62523 ab  2.53185 ab

Testigo 245744 a 2.49856 b 2.50543 b 2.46547 a

TEV 2.48886 a 2.56451 a 2.55758 a 2.48020 a

DSH 0.0813 0.0286 0.021 0.0208

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas

por minimos cuadrados (Ismeans).
¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 5: Concentracion media de Clorofila “b” en plantas de chile habanero (mg g de tejido
fresco) inoculadas con virus jaspeado del tabaco (TEV).

Dias después de inoculacion

Genotipo Tratamiento
7 14 21 28
'(';;VFAP-Cm”O Testigo 4.36567 abc? 4.47243 bcde 4.52215 abc  4.45437 abc
TEV 416985 bc 429253 ef 424317 de  4.16591 e
INIFAP-Calakmul  Testigo 447869 abc  4.44722 bcde 4.54826 abc  4.45348 abc
(R) TEV 424639 bc  4.35118 def  4.41342 bcde 4.24746 cde
Mayapan Testigo 443917 abc 4.63964 ab  4.56632 abc  4.48352 ab
(R) TEV 4.69579 a 464983 ab  4.67290 ab  4.50891 ab
Calakmul Testigo 4.25408 bc  4.29914 def  4.31309 cde  4.18755 e
(R) TEV 453967 ab  4.76375 a 4.72298 a 455756 a
Mayan-Chac Testigo 418398 bc  4.18308 f 4.16663 e 4.20329 e
(R) TEV 456668 ab 459565 abc  4.54164 abc  4.43380 abcd
Mayan-kisin Testigo 427858 bc  4.38123 cdef 4.44167 bcd  4.22314 de
(R) TEV 410958 c 446027 bcde 4.43899 bed  4.32615 bede
Jaguar Testigo 4.43774 abc  4.52447 bcd  4.47422 abcd  4.53198 ab
(R) TEV 4.49908 abc 4.65091 ab  4.64518 ab  4.47994 ab
Testigo 434827 a 442103 b 4.43319 b 4.36248 a
TEV 4.40386 a 453773 a  4.52547 a 4.38853 a
DSH 0.1439 0.0506 0.0371 0.0368

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas

por minimos cuadrados (Ismeans).

¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 6: Concentracion media de Clorofila “total” en plantas de chile habanero (mg
de tejido fresco) inoculadas con virus jaspeado del tabaco (TEV)

Dias después de inoculacion

Genotipo Tratamiento
7 14 21 28
'(';;VFAP-C“CJHO Testigo 34.62167 abc? 35.46585 bcde 35.85895 abc  35.32303 abc
TEV 33.07329 bc  34.04332 ef  33.65305 de  33.04218 e
INIFAP- Testigo 35.51534 abc 35.26647 bcde 36.06540 abc 35.31596 abc
Calakmul
(R) TEV 33.67850 bc  34.50713 def 34.99921 bcde 33.68698 cde
Mayapan Testigo 35.20284 abc 36.78798 ab  36.20822 abc 35.55352 ab
(R) TEV 37.23199 a  36.86858 ab  37.05099 ab 3575431 ab
Calakmul Testigo 33.73930 bc  34.09564 def 34.20594 cde 33.21328 e
(R) TEV 35.09753 ab 3776932 a  37.44692 a  36.13893 a
Mayan-Chac  Testigo 33.18500 bc  33.17793 f 33.04784 e 33.33772 e
(R) TEV 36.21105 ab  36.44012 abc 36.01308 abc 35.16042 abcd
Mayan-kisin Testigo 33.93303 bc  34.74469 cdef 35.22263 bcd 33.49467 de
(R) TEV 3250676 ¢ 3536969 bcde 3520142 bed 3430916 bede
Jaguar Testigo 35.19152 abc 35.87733 bcd  35.47999 abcd 35.93672 ab
(R) TEV 35.67654 abc 36.87706 ab  36.83181 ab 3552524 ab
Testigo 3448410 a  35.05941 b 35.15557 b 34.59641 a
TEV 34.92370 a  35.98218 a 35.88521 a  34.80246 a
DSH 1.1379 0.4003 0.2934 0.2907

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias
ajustadas por minimos cuadrados (Ismeans).
¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 7: Altura promedio (cm) en plantas de chile habanero inoculadas con virus jaspeado
del tabaco (TEV).

Dias después de inoculacién

Genotipo Tratamiento
14 21 28
INIFAP-Criollo Testigo 53.00 a’ 59.17 a 63.33 a 70.50 a
y

(S) TEV 17.83 b 21.33 b 22.50 b 25.33 b
INIFAP-Calakmul  Testigo 46.33 a 59.00 a 61.83 a 68.33 a
(R) TEV 41.50 ab 4750 ab 49.83 a 52.33 a
Mayapan Testigo 57.33 a 68.33 a 70.83 a 75.00 a
(R) TEV 53.83 a 66.00 a 69.00 a 68.13 a
Calakmul Testigo 53.50 a 63.00 a 66.17 a 68.33 a
(R) TEV 51.33 a 62.50 a 65.00 a 66.83 a
Mayan-Chac Testigo 56.33 a 62.50 a 64.67 a 66.67 a
(R) TEV 46.83 a 60.67 a 59.50 a 62.83 a
Mayan-kisin Testigo 49.17 a 56.67 a 60.67 a 73.17 a
(R) TEV 45.00 b 56.50 a 59.17 a 65.13 a
Jaguar Testigo 53.67 a 63.50 a 67.00 a 70.17 a
(R) TEV 52.83 a 62.00 a 64.83 a 68.33 a

Testigo 52.76 a 61.74 a 64.93 a 70.31 a

TEV 44.17 b 53.79 a 55.69 a 58.42 a

DSH 5.8698 14.94 19.033 27.467

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas
por minimos cuadrados (Ismeans).

¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 8: Concentracion media de &cido salicilico (AS) (mg g* de tejido fresco) en plantas
de chile habanero inoculadas con virus jaspeado del tabaco (TEV).

Dias después de inoculacién

Genotipo Tratamiento
14 21 28
INIFAP-Criollo Testigo 3.70833 b? 1257738 a 14.77976 b  14.12500 ab
y

(S) TEV 2775595 a 13.05357 a 11.02976 b  8.58929 ab
INIFAP-Calakmul  Testigo 2.63691 b 16.19345 a 19.42262 ab 13.29167 ab
(R) TEV 37.22024 a 17.75595 a 11.68452 b 7.93452 ab
Mayapan Testigo 2.25496 b 16.26786 a 24.36309 ab 15.61310 a
(R) TEV 45.49405 a 19.68597 a 11.20833 b 8.11310 ab
Calakmul Testigo 2.63691 b 19.76488 a 19.89881 ab 12.63691 ab
(R) TEV 39.54167 a 32.28878 a 18.58929 ab  8.52976 ab
Mayan-Chac Testigo 3.82738 b 17.04167 a 21.15377 ab 13.23214 ab
(R) TEV 39.06548 a 21.92262 a 12.69643 b  6.32738 b
Mayan-kisin Testigo 424405 b 29.60119 a 30.01786 a  12.45833 ab
(R) TEV 3751786 a 24.77976 a 1597024 ab  9.12500 ab
Jaguar Testigo 2.99405 b 22.97917 a 17.99405 ab 10.43452 ab
(R) TEV 37.87500 a 21.61057 a 14.42262 b 8.05357 ab

Testigo 3.24100 b  19.24400 a 21.10700 a  13.11300 a

TEV 37.78100 a 20.49050 a 13.65700 a 8.09600 a

DSH 10.49 2.0944 12.682 8.085

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas
por minimos cuadrados (Ismeans).
¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 9: Concentracion media de Fenoles totales (mg g* de tejido fresco) en plantas de

chile habanero inoculadas con virus jaspeado del tabaco (TEV).

Dias después de inoculacién

Genotipo Tratamiento
14 21 28
INIFAP-Criollo Testigo 1.56788 a* 5.95280 a 5.56820 a  5.65094 a
y

(S) TEV 1.36955 a  6.18983 a  6.08942 a  5.98686 a
INIFAP-Calakmul  Testigo 1.73527 a  4.70318 a 591292 a  7.09536 a
(R) TEV 1.87835 a 557268 a  7.16513 a  5.82731 a
Mayapan Testigo 1.44897 a 6.00493 a 5.72955 a 6.31318 a
(R) TEV 1.91783 a 6.07701 a  7.15397 a  6.59640 a
Calakmul Testigo 1.62963 a 6.56002 a  5.89080 a  7.13941 a
(R) TEV 1.74343 a 653845 a  8.13606 a  7.04417 a
Mayan-Chac Testigo 1.22921 a 532912 a  6.12776 a  6.25452 a
(R) TEV 1.99146 a  7.06290 a  7.38730 a  7.35594 a
Mayan-kisin Testigo 1.48068 a 5.14869 a  5.03908 a  4.99495 a
(R) TEV 1.73958 a 6.41065 a  7.15538 a  6.94134 a
Jaguar Testigo 1.65145 a 548463 a  5.39564 a  6.54630 a
(R) TEV 1.60628 a 5.62675 a  6.78129 a  6.70865 a

Testigo 1.53473 a 5.65820 b  5.66630 b  6.28500 a

TEV 1.74950 a 6.24170 a  7.12410 a  6.63720 a

DSH 0.3591 0.57 1.3393 1.9777

Z Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (p = 0.05). DSH =
Diferencia significativa honesta para la prueba de Tukey, analisis combinado y usando medias ajustadas
por minimos cuadrados (Ismeans).
¥'S = susceptible, R = resistente.
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An. 10: Andlisis de correlacion a los 7 ddi.

Incidencia Severidad Clorofilaa Clorofilab Clorofilatotal Altura AS Fenoles

Incidencia 1 0.997 -0.166 -0.166 -0.166 -0.552 0.236 -0.101

<.0001 0.294 0.294 0.294 0.000 0.137 0.525

Severidad 1 -0.151 -0.151 -0.151 -0.559 0.234 -0.102

0.338 0.338 0.338 0.000 0.141 0.522

Clorofila a 1 1.00000 1.00000 0.216 0.208 0.291

<.0001 <0001 0.170 0.191 0.062

Clorofila b 1 1.00000 0.216 0.208 0.291

<0001 0.170 0.191 0.062

Clorofila total 1 0.216 0.208 0.291

0.170 0.191 0.062

Altura 1 -0.233 -0.028

0.143 0.861

AS 1 0.344

0.028

Fenoles 1
An. 11: Analisis de correlacién a los 14 ddi.

Incidencia Severidad Clorofila a Clorofila b Clorofila total  Altura  AS Fenoles

Incidencia 1 0.997 -0.165 -0.165 -0.165 -0.612 -0.274 -0.030

<.0001 0.295 0.295 0.295 <.0001 0.111 0.858

Severidad 1 -0.170 -0.170 -0.170 -0.623 -0.302 -0.051

0.2827 0.283 0.283 <.0001 0.078 0.763

Clorofila a 1 1.000 1.000 0.313 0.216 0.274

<.0001 <.0001 0.043 0.212 0.101

Clorofila b 1 1.000 0.313 0.216 0.274

<.0001 0.043 0.212 0.101

Clorofila total 1 0.313 0.216 0.274

0.043 0.212 0.101

Altura 1 0.231 0.085

0.182 0.616

AS 1 -0.063

0.738

Fenoles 1
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An. 12: Andlisis de correlaciéon a los 21 ddi.

Incidencia Severidad Clorofilaa Clorofilab Clorofilatotal Altura AS Fenoles

Incidencia 1 0.997 -0.218 -0.218 -0.218 -0.605 -0.367 0.098

<.0001 0.166 0.166 0.166 <.0001 0.018 0.535

Severidad 1 -0.216 -0.216 -0.216 -0.616 -0.358 0.089

0.170 0.170 0.170 <.0001 0.022 0.575

Clorofila a 1 1.000 1.000 0.281 0.023 0.290

<.0001 <.0001 0.072 0.861 0.062

Clorofila b 1 1.000 0.281 0.023 0.290

<.0001 0.072 0.886 0.062

Clorofila total 1 0.281 0.023 0.290

0.072 0.886 0.062

Altura 1 0.261 -0.047

0.099 0.770

AS 1 -0.504

0.001

Fenoles 1
An. 13: Analisis de correlacion a los 28 ddi.

Incidencia Severidad Clorofilaa Clorofilab Clorofila total Altura AS Fenoles

Incidencia 1 0.997 -0.275 -0.275 -0.275 -0.520 -0.242 0.076

<.0001 0.078 0.078 0.078 0.000 0.122 0.630

Severidad 1 -0.269 -0.269 -0.269 -0.527 -0.248 0.044

0.085 0.085 0.085 0.000 0.113 0.782

Clorofila a 1 1.000 1.000 0.431 -0.063 0.210

<.0001 <.0001 0.004 0.690 0.181

Clorofila b 1 1.000 0.431 -0.063 0.210

<.0001 0.004 0.690 0.181

Clorofila total 1 0431 -0.063 0.210

0.004 0.690 0.181

Altura 1 0.456 0.057

0.002 0.718

AS 1 -0.121

0.444

Fenoles 1
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