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RESUMEN GENERAL

RESISTENCIA DE HIBRIDOS Y PROGENITORES DE CHILE MANZANO A
ENFERMEDADES OCASIONADAS POR HONGOS Y VIRUS

RESISTENCE OF HYBRIDS AND PARENTAL LINES OF MANZANO PEPPER TO
DISEASES CAUSED BY FUNGI AND VIRUS

Efrén Cintora Portuguez® y Mario Pérez Grajales?

En México se cultivan 1500 ha de chile manzano
(Capsicum pubescens R. y P.), su produccion es
afectada por distintas enfermedades durante todo su
ciclo, las cuales causan pérdidas del 60 hasta del 100
%. Una de las mejores estrategias para el manejo de
enfermedades es el uso de variedades resistentes.
Por ello el objetivo fue evaluar la resistencia de
hibridos y progenitores de chile Manzano a
enfermedades causadas por hongos y virus, mediante
pruebas de patogenicidad y detecciéon de genes de
resistencia, como estrategia en el manejo de
enfermedades. Se evalué la incidencia, severidad y
Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(ABCPE) de cinco hibridos de chile Manzano y sus
lineas progenitoras, a enfermedades causadas por
virus (Cucumber mosaic virus, Tomato Spotted wilt
virus, Potato virus Y, Tobacco etch virus, Pepper mild
mottle virus, Tomato Mosaic y Tobacco mosaic virus)
y hongos (Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum
y Rhizoctonia solani). También se realizé una
deteccibn de genes resistencia a enfermedades,
mediante marcadores moleculares. Se realizd
comparacion de medias de rangos Kruskal-Wallis,
(KW, P<0.05) en enfermedades viricas y comparacién
de medias (Tukey, P<0.05) para enfermedades
fungicas. Las enfermedades que obtuvieron ABCPE
mas altas fueron las causadas por P. capsici y
PMMoV; mientras que las provocadas por R. solani,
TEV y TSWV tuvieron las APCPE mas bajas. El
hibrido “MARUCA” obtuvo la mayor cantidad de
ABCPE bajas, seguido por “DALI" y “YOLI”. Todos los
hibridos presentaron bandas correspondientes al gen
de resistencia para TSWV, PVY vy Fusarium
oxysporum.

Palabras clave: Capsicum pubescens, incidencia,
severidad, Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad, genes de resistencia.

1 Tesista

2 Director

In Mexico 1500 ha are cultivated with Manzano
pepper (Capsicum pubescens R. and P.). Over the
years, production has been affected by different
diseases throughout its growth cycle, which causes
losses between 60 and 100 %. One of the best
strategies to manage diseases is the use of
resistant varieties. Therefore, the objective of the
study was to evaluate the resistance of hybrids and
parental lines of Manzano pepper to diseases
caused by fungi and viruses, using pathogenicity
tests and detection of resistance genes as part of
disease management. The incidence, severity and
Area Under the Curve Disease Progress (AUCDP)
of five Manzano pepper hybrids and their parental
lines in relation to diseases caused by viruses
(Cucumber mosaic virus, Tomato spotted wilt virus,
Potato virus Y, Tobacco etch virus, Pepper mild
mottle virus, Tomato Mosaic and Tobacco mosaic
virus) and fungi (Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum and Rhizoctonia solani) were
evaluated. Detection of disease resistance genes
using molecular markers was also performed. A
mean ranks comparison was made using the
Kruskal-Wallis test (KW, P<0.05) for viral diseases
and means comparison (Tukey, P<0.05) for fungal
diseases. Diseases that obtained higher AUCDP
were caused by P. capsici and PMMoV, whereas
those caused by R. solani, TEV and TSWYV had the
lowest AUCDP. The “MARUCA” hybrid had the
highest number of the lowest registered AUCDP,
followed by “DALI” and “YOLI”. All hybrids showed
bands corresponding to the resistance gene for
TSWV, PVY and Fusarium oxysporum.

Keywords: Capsicum pubescens, incidence,
severity, Area Under the Curve Disease Progress,
resistance genes.

Vi



INDICE GENERAL

RESUMEN GENERAL ......ovivieiieieeeeeee ettt st en st n et eeeneneas VI
INDICE DE CUADROS ..ottt ettt s et s s Vil
INDICE DE FIGURAS .....ooouieiieeeteeeee et eeeeeee ettt ee ettt es et en et asn et ean s st IX
1. INTRODUCCION GENERAL .....c.cootiiieeteeceeeeeteetee et ee et en et ennns 1
2. RESISTENCIA DE HIBRIDOS Y PROGENITORES DE CHILE MANZANO

A ENFERMEDADES CAUSADAS POR VIRUS........ccociiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeen e, 4
2.0, RESUMEN ..ottt ettt ettt e et ee et as et et e s e e nssaete e etens 4
2.2. INTRODUCCION ..ottt e e eee s 5
2.3. MATERIALES Y METODOS .......cioiiieeeeieieeeeteeeeeeeee e eiese e aessess e enstenssaarensaens 6
2.4. RESULTADOS Y DISCUSION.......cocoiieiieeeeeeeeee s e ees e seee e etes e ten e 14
2.5, CONCLUSIONES ......ovetetieeeeteteteee ettt en et ee ettt en et ean et tenn e, 26
2.6. LITERATURA CITADA . .....coiviteteeeeeeeeeteeeeeeteeee et ees sttt ee et een st seen s, 27
3. RESISTENCIA DE HIBRIDOS Y PROGENITORES DE CHILE MANZANO

A ENFERMEDADES CAUSADAS POR HONGOS DE RAIZ........cccccoveveveeenann, 29
3.1. INTRODUCCION .....oouiieiiiieieeeeeeeeee ettt te et e et e e eae e 29
1.1, RESUMEN ...ooooiiiiiececceeeeeeeee ettt ettt en et st nnseereaens 30
1.2. MATERIALES Y METODOS .......oouioiiieeeeieieeeetee et esaeeen s, 31
1.3. RESULTADOS Y DISCUSION......c.coviieiieieeeeieecee e e, 36
1.4, CONCLUSIONES .....coooiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt st en et n et n et 46
1.5. LITERATURA CITADA.......coouiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeees et s et en et n e 47
2. DISCUSION GENERAL ......ovvevieeeeeeeteeee ettt es et en e en e aen e, 49
3. CONCLUSIONES GENERALES........ccceoiioeeieteeeeeeeeteeeeee e en e, 53
4.  LITERARURA CITADA GENERAL ......c.coivititieeeeeeee et eeeen e en s 54
ST Y] =5 (o 5 RO 58
LT Y] =5 (o T~ OO 66

Vil



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Escala de severidad de la enfermad Horsfall y Barrat, 1945. ............ccovvueeen. 9
Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la detecciOn de genes..........cccvvvevvevinnenmnnnnnnnnnnnns 13
Cuadro 3. Analisis de rangos de la severidad, ABCPE, incidencia y peso seco,

de los genotipos de chile inoculados CoON VIrUS. ........ccooevvvviiiiiiiiiee e, 14
Cuadro 4. Comparacion de medias de rangos de la incidencia y severidad de

las enfermedades causadas por virus en los genotipos de chile

INOCUIAAOS. ... 16
Cuadro 5. Comparaciéon de rangos para las variables de incidencia y severidad

en hibridos y progenitores de chile Manzano y chile Criollo Morelos. ............ 18
Cuadro 6. Comparacion de medias de rangos de la severidad y ABCPE de

genotipos de chile inoculados CON VIFUS.........ccovuuuiiiiie e 20
Cuadro 7. Escala decimal para evaluar la severidad de alguna enfermad. ................... 33
Cuadro 8. Analisis de varianza de la severidad e incidencia de los Hongos

inoculados sobre los Genotipos de Chile............oooooeiiii, 39
Cuadro 9. Comparacién de medias de la severidad e incidencia de las

enfermedades causadas por los hongos inoculados. ...........ccccoeeeeeeeiiiiiiinnnnnn. 41
Cuadro 10. Comparaciéon de medias de la severidad de los genotipos

INOCUlados CON NONQOS. ......oooiiiiiieeee e 41
Cuadro 11. Comparacién de medias de la severidad de los hongos inoculados

sobre los diferentes genotipos de chile..............ccoeeeiiiiiiiiiiiii e, 43

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructuras de los distintos hongos inoculados a los genotipos de chile

1Y E=T 0 V2= o [0 TP 38
Figura 2. Escala visual de sintomas causados por PVY en chile Manzano................... 58
Figura 3. Escala visual de sintomas causadospor CMV en chile Manzano................... 59
Figura 4. Escala visual de sintomas causadospor TMV en chile Manzano. .................. 60
Figura 5. Escala visual de sintomas causadospor PMMoV en chile Manzano............... 61
Figura 6. Escala visual de sintomas causadospor TEV en chile Manzano.................... 62

Figura 7. Escala visual de dafio mostrando porcentaje de sintomas causados

por TSWV en chile Manzano. ..o 63
Figura 8. Escala visual de sintomas causados por Phytophthora capsici en chile

Manzano representado por una marchitez ............ccccevvviiiii e, 64
Figura9. Escala visual de sintomas causados por Rhizoctonia solani en chile

Manzano representado por una marchitez. ...........ccceeeeee 64

Figura 10. Escala visual de sintomas causados por Fusarium oxysporum en

chile Manzano representado por una marchitez. ...........ccccccccvieeiiee e, 65
Figura 11. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador CSO. ..........ccccoeveeeeeeeennns 66
Figura 12. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPAC10.........c.ccccceeeeeee. 67
Figura 13. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPAH13. ...........ccccceeeeeee. 68
Figura 14. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPAF16. ........................ 69
Figura 15. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPBO1.. .............cccceeees 70
Figura 16. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador SCAC. ........ccccccvvvvvvvennnnn. 71

Figura 17. Electroforesis de gel de agarosa para los iniciadores SNF 20 y TMV-

2282 e e e e —— e e e e e e e e e ———aaae e e e a e ——aaaaaas 71
Figura 18. Electroforesis de gel de agarosa para los iniciadores TM22-SNP

e SRRSO 72
Figura 19. Electroforesis de gel de agarosa para los iniciadores TM2-748. .................. 72
Figura 20. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador PMMoV-J.. .......ccccccceee.... 73
Figura 21.Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OpD04.717...........cccouu..... 73
Figura 22.Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador At2............coccovviiveevinnnnnnn. 74



1. INTRODUCCION GENERAL
El chile Manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es originario de las partes altas de
Peru, Bolivia y Ecuador. En la actualidad se puede encontrar desde Argentina hasta el
centro de Meéxico, la mayor diversidad genética se localiza en Sudamérica, sin
embargo, en México se puede encontrar alta variabilidad en cuanto a tipo de
crecimiento de la planta, color y forma de fruto, etc.; estas caracteristicas son la base

para los trabajos de mejoramiento genético (Pérez y Castro, 2012).

El chile Manzano fue introducido a México en el siglo XX y es el Unico de su especie
gue se encuentra en altitudes de 1700 a 2500 msnm. Se encuentra distribuido en los
estados de Puebla, Michoacéan, Veracruz, Estado de México y Chiapas (Pérez y Castro,
2012). Aun cuando el chile es la hortaliza mas cultivada en México, con
aproximadamente 150,000 ha sembradas, s6lo 1,500 ha corresponden a chile Manzano

(Pérez y Castro, 2012).

La produccion de chiles se afectada por patdgenos en todas sus etapas fenoldgicas, las
cuales ocasionan pérdidas del 60 al 100% (Santos, 2004), ya que ocasionan mala
presentacion en el mercado y disminuyen las posibilidades de un precio favorable
(Espinosa et al., 2010).Entre las enfermedades mas comunes y problematicas en chile
se encuentran: Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco etch virus (TEV), Potato Virus
Y (PVY), Tomato Spotted wilt virus (TSWV), Tomato mosaic virus (ToMV), Tobbaco
mosaic virus (TMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum y Rhizoctonia solani, entre otras de menor importancia. Estas enfermedades

son de facil diseminacion y afectan a los frutos, algunas de ellas provocan la muerte de



las plantas ya que las posibilidades de combatirlas con éxito son bajas. No obstante,

una de la mejores estrategias es el uso de variedades resistentes (Agrios, 2004).

En particular para chile Manzano, en 1994 se cred el Programa de Produccion y
Mejoramiento Genético de Chile Manzano, en la Universidad Autbnoma Chapingo en
donde el primer paso fue realizar una colecta amplia de material genético existente en
México y en Sudamérica (Pérez y Castro, 2012). Las colectas de plantas con caracteres
contrastantes fueron seleccionadas en dos ciclos de cultivo, y a través del disefio
dialélico de Griffing, método II, se hicieron las cruzas interpoblacionales entre seis
colectas. Como resultado, en 2002, se obtuvieron 15 hibridos, de los cuales destaco la
cruza Zongolica X Puebla. Esta cruza se registré ante el SNICS en 2012, con el nombre
de “Grajales St.” No obstante, desde 2002 fueron derivadas del hibrido intervarietal
Zongolica X Puebla ocho lineas con caracteristicas sobresalientes de calidad y
rendimiento de fruto. Estas fueron autofecundadas en cinco ciclos de cultivo (1.5 afios
por ciclo) para homogeneizar el material genético. En 2012 las ocho lineas fueron
cruzadas a través del disefio dialélico de Griffing, método II, y se obtuvieron 28 hibridos
de cruza simple. De ellos, cinco sobresalieron en caracteristicas de planta y sobre todo
en las de rendimiento y calidad de fruto. Para su registro ante el SNICS fue necesario
realizar la caracterizacion morfolégica de cada uno de ellos y también, conocer su

resistencia a las principales enfermedades causadas por virus y hongos.

Por ello, en la presente investigacion se plante6 como objetivo: evaluar la resistencia de
cinco hibridos de chile Manzano (“MARUCA”, “DALI”, “*JHOS”, “CLARIS” y “YOLI”) y sus
lineas progenitoras (L1, L2, L3, L4, L7 y L8), a seis enfermedades causadas por virus

(CMV, TEV, PVY, TSWV, TMV, PMMoV) y a tres provocadas por hongos (P. capsici, F.



oxysporum y R. solani), mediante pruebas de patogenicidad y deteccion de genes de
resistencia, como una estrategia en el manejo de enfermedades y referencia al

programa de mejoramiento de chile Manzano de la UACh.

Como referencias se emple6 al hibrido intervarietal de chile Manzano “Grajales St.” y la
accesion de chile serrano “Criollo Morelos-334”. Para determinar la resistencia o
susceptibilidad de los genotipos de chile antes mencionados, fue necesario realizar
inoculaciones de los patégenos de estudio, de manera mecanica para el caso de los
virus y por exposicion a raiz desnuda en el caso de los hongos, semanalmente se
evaluo el progreso de la enfermedad, midiendo la incidencia y la severidad, a través de
la manifestacion de sintomas foliares basados en una escala de porcentaje de dafio,
esto para calcular el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad. Otra forma de
determinar la resistencia de los genotipos de chile Manzano fue mediante la deteccién
de genes de resistencia, con los marcadores moleculares reportados en distintos
cultivos de la familia Solanacea. Los resultados se presentan en dos capitulos, el
primero para enfermedades causadas por virus y el segundo para enfermedades
causadas por hongos, ambos con formato de articulo cientifico, por lo que derivado de

ello se presenta una discusiéon general y conclusiones generales.



2. RESISTENCIA DE HIBRIDOS Y PROGENITORES DE CHILE MANZANO A

ENFERMEDADES CAUSADAS POR VIRUS

2.1. RESUMEN

En México se cultivan 1,500 ha de chile Manzano (Capsicum pubescens R. y P.), su
produccion es afectada por enfermedades causadas por virus, las cuales ocasionan
pérdidas hasta del 60 %. Actualmente se reportan 13 especies de virus que atacan al
género Capsicum y destacan: CMV, TSWV, PVY, TEV, PMMoV, ToMV y TMV. Una de
las mejores estrategias para el manejo de enfermedades es el uso de variedades
resistentes. Por ello el objetivo de esta investigacion fue evaluar la resistencia de
hibridos y progenitores de chile Manzano a enfermedades causadas por virus, mediante
pruebas de patogenicidad y deteccién de genes de resistencia, como estrategia en el
manejo de enfermedades y referencia al programa de mejoramiento genético de chile
Manzano de la UACh. Se inocul6 mecanicamente una soluciéon virica a 1x107
particulas-militro? donde se evalu6 la incidencia, severidad y Area Bajo la Curva del
Progreso de la Enfermedad (ABCPE) de hibridos y progenitores de chile Manzano, a
enfermedades causadas por los virus: CMV, TSWV, PVY, TEV, PMMoV, ToMV y TMV.
También se hiso una detecciébn de genes de resistencia a enfermedades, con
marcadores moleculares. Se realiz6 comparacion de medias de rangos Kruskal-Wallis,
(KW, P<0.05). La enfermedad que obtuvo la ABCPE estadisticamente mas alta fue la
causada por PMMoV; mientras que las provocadas por TEV y TSWV tuvieron las
APCPE mas bajas. El hibrido “DALI” obtuvo la mayor cantidad de ABCPE bajas,
seguido por “MARUCA”. Todos los hibridos presentaron bandas correspondientes al

gen de resistencia para TSWV y PVY.

Palabras clave: Capsicum pubescens, incidencia, severidad, Area Bajo la Curva del

Progreso de la Enfermedad, genes de resistencia.



2.2.  INTRODUCCION
Las enfermedades en los cultivos horticolas representan un reto grande en los
diferentes sistemas de produccion, debido a que son el principal factor de reducciéon de
rendimientos (Pérez y Rico, 2004), y el reto es ain mayor con patdgenos viricos, debido

a gue no se cuenta con un método curativo para su combate.

Entre las enfermedades mas comunes y probleméticas causadas por virus se
encuentran: Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco etch virus (TEV), Potato Virus Y
(PVY), Tomato Spotted wilt virus (TSWV), Tomato mosaic virus (ToMV), Tobbaco
mosaic virus (TMV) y Pepper mild mottle virus (PMMoV). Su importancia radica en la
facil diseminacion de estas enfermedades y la afectacidbn que presentan en frutos

(Robles et al., 2010).

Los virus pueden ser trasmitidos por afidos del género Mizus y Aphis los cuales son
vectores de TEV, CMV, ToMV, TMV y PVY (Reddick, 2003; Pérez y Rico, 2004; Astier,
2006 y Nuez, 2006), y por Trips en los que destacan los géneros Thrips y Frankiniella
siendo los vectores de TSWV (Adkins, 2003). No obstante, existen otros virus que no
son transmitidos por vectores y permanecen activos durante varios meses en residuos
vegetales como PMMoV (Green, 2003). Entre los sintomas mas comunes provocados
por enfermedades viricas, se encuentran: acortamiento de entrenudos, moteados,
mosaicos, clorosis, necrosis, reduccion de lamina foliar y deformacion de la misma

(Agrios, 2004).

Las plantas al convivir constantemente con diversos organismos, como depredadores y
parasitos, han generado distintos mecanismos de defensa como la sintesis de

metabolitos secundarios como: etileno, acido jasmaonico, fitoalexinas, etc. (Sepulveda et



al., 2004), estos procesos metabdlicos son facilitados por la presencia de genes de
resistencia (R) cuya funcion es la de reconocer los genes de Avirulencia (Avr). El
reconocimiento del gen Avr provoca una respuesta de la planta en la activacion de los
mecanismos de defensa, como: la reaccion de hipersensibilidad (HR), deposicion de

lignina, sintesis de metabolitos secundarios, etc. (Madriz, 2002).

En 2012, se generaron cinco hibridos de cruza simple: “MARUCA”, “CLARIS”, “YOLI”,
“JHOS” y “DALI", mediante el programa de mejoramiento genético del chile Manzano de
la UACh. Debido a la falta de variedades de chile Manzano con resistencia conocida se
planted el objetivo de evaluar la resistencia de hibridos y progenitores de chile Manzano
a enfermedades causadas por virus, mediante pruebas de patogenicidad y deteccion de
genes de resistencia, como una estrategia en el manejo de enfermedades y referencia

al programa de mejoramiento genético de chile Manzano.

2.3. MATERIALES Y METODOS

Lugar y periodo de estudio

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la Universidad Autonoma
Chapingo, localizada en el municipio de Texcoco, Estado de México, México. La
obtencién de semillas de los genotipos se realizé durante los meses de marzo-octubre
de 2014. Las pruebas de patogenicidad y detecciébn de genes, se realizaron en los
meses de abril-julio y septiembre-diciembre de 2015 respectivamente. Las pruebas de
patogenicidad se llevaron a cabo en un médulo de invernaderos con cubierta de vidrio
con temperatura media de 20.4 °C, radiacion de 470.73 lum-sgf-ly humedad relativa de

44 %.



Genotipos

Se evaluaron 13 genotipos. Seis lineas progenitoras (L1, L2, L3, L4, L7 y L8) y cinco
hibridos de cruza simple: “MARUCA” (L1 x L2), “JHOS” (L3 x L4), “DALI” (L1 x L3),
“CLARIS” (L3 x L8) y “YOLI” (L7 x L8). Todos los genotipos son resultado del programa

de mejoramiento de chile Manzano en la Universidad Autdbnoma Chapingo.

Disefio de tratamientos y experimental

Los seis virus fitopatdgenos se inocularon sobre los 13 genotipos de chile a evaluar, se
generaron 78 tratamientos. El experimento se establecio en un disefio completamente
al azar con arreglo factorial de doble entrada 13x6, con cuatro repeticiones, la unidad

experimental fue constituida por cinco plantas.

Material fitopatdogenos

Los virus fitopatdgenos que se inocularon fueron: Cucumber mosaic virus (CMV),
Tobacco etch virus (TEV), Potato Virus Y (PVY), Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Tobbaco mosaic virus (TMV) y Pepper mild mottle virus (PMMoV). Dichos virus se
obtuvieron Departamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad Auténoma
Chapingo, los cuales se conservaron en plantas indicadoras para el diagnostico de virus

(tabaco, tomate y Datura sp.)

Inoculacién de los virus

La siembra se realiz6 en charolas de poli estireno de 77 cavidades, se utilizé como
sustrato turba humeda, esterilizada con vapor de agua. Las semillas se colocaron a una

profundidad de dos centimetros y se cubrieron con vermiculita. La inoculaciéon de los



virus se realizd cuando las plantulas tenian desarrolladas cuatro hojas verdaderas es

decir a los 60 dias después de la emergencia.

El proceso de infeccion se realiz6 con una solucion virica de hojas infectadas de las
plantas indicadoras. Para obtener esto, se pesaron dos gramos de hoja infectada y se
agregaron 20 ml de solucién buffer Dieka con pH de 7 y molaridad de 0.25 previamente
preparada. Las hojas se maceraron hasta que el material vegetal quedo completamente
triturado. Se asperjé un abrasivo a base de Silicio (Carborundum) de 300 mallas-
(inch?)! en las hojas cotiledonales y la primera hoja basal verdadera. Posteriormente,
se tomo la solucion virica con ayuda de hisopos de algodon y se frotaron de la lamina

foliar.
Evaluacion y andlisis estadistico

En las pruebas de patogenicidad se realizaron siete evaluaciones semanales después
de la inoculacién, donde se midio la incidencia y la severidad. La medicion de incidencia
se realizd con la cuantificacién de plantas enfermas, obteniendo su valor porcentual con

la Formula 1.

Numero de plantas enfermas

Formula 1: Incidencia = * 100

Numero de plantas inoculadas

La severidad se evalué mediante la manifestacién de sintomas foliares, para lo cual se
realizd una escala especifica (ANEXO 1) para cada patégeno con base a la

metodologia que describen Hosfall y Barrat en 1945 (Cuadro 1).



Cuadro 1. Escala de severidad de la enfermad Horsfall y Barrat, 1945.

Severidad de la enfermedad

Clase (%) Promedio
0 0 0.00
1 0-03 2.34
2 03-06 4.68
3 06-12 9.37
4 12-25 18.75
5 25-50 37.50
6 50-75 62.50
7 75-87 81.25
8 87-94 90.63
9 94-97 95.31

10 97-100 97.66
11 100 100.00

A los 25 Dias Después de la Inoculacion (DDI) se tom6 una muestra compuesta
formada por las 20 plantas inoculadas de cada material. Se recolect6 la tercera hoja
apical de cada planta para realizar una prueba seroldgica de identificacion de virus
(ELISA). Después de las siete mediciones, las plantas fueron cortadas por el cuello y se

obtuvo la cantidad de biomasa acumulada (Peso Seco).

Una vez obtenidas las lecturas de severidad, se procedi6 a calcular el Area Bajo la
Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE), por el método de integracion de
poligonos (Campbell y Madden, 1990) con la Formula 2:

Formula 2: ABCPE = Zi% * (tipg — t;)
Donde:

Yi= porcentaje de severidad en el tiempo i

ti = dias después de la inoculacion del tiempo i



i=1, 2, 3,..., n; n=numero de muestreos

Se realizdé un analisis de varianza de rangos para un experimento factorial propuesta
por Scheirer et al. (1976) de las variables: incidencia, severidad, ABCPE, y Peso Seco.

Y una comparacion de rangos con el método de Kruskal-Wallis (Eskridge, 1945).

Extraccién de ADN

La deteccion de genes se realizé por medio de marcadores moleculares del tipo RAP y
CAP (Cuadro 2); se utilizo el protocolo de extracciéon de CTAB para la obtencion de
ADN de los genotipos, para lo cual, las plantas se lavaron con etanol al 70 %. Se
pesaron 0.3 g de tejido que se colocé en un mortero, al cual se le agregd nitrdgeno
liquido y se moli6 hasta obtener un polvo fino, que fue transferido a 700 pl de
amortiguador de extraccion contenidos en un microtubo de 1.5 ml precalentado a 65 °C
en un termoblock marca Thomas Scientific®. El microtubo se agité hasta homogeneizar;
enseguida se calenté nuevamente a 65 °C en el termoblock durante 10 minutos y se
agregaron 200 pl de acetato de potasio 5 M. La muestra se enfri6 en hielo por 60
minutos y se coloco en una centrifuga marca Thermo® durante 20 minutos a 12,000

gravedades.

Se agregaron 600 pl de cloroformo y se centrifugd a 10,000 gravedades por 10 minutos.
Se transfirio el sobrenadante a otro microtubo con 600 pl de isopropanol preenfriado y
se dejo a -20 °C por 60 minutos para precipitar el ADN. Posteriormente se centrifugd a
6,000 gravedades durante 5 minutos y se decantd. Se agregaron 700 pl de solucion
para disolver la pastilla de ADN, a la cual se adicionaron 4 yl de ARN-asa para

finalmente incubar a 37 °C durante una hora.
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Posteriormente el ADN fue precipitado durante dos horas con 75 ul de acetato de sodio
3 My 500 ul de isopropanol frio. Después se centrifugd a 8,000 gravedades durante 5
minutos, se elimind el sobrenadante y se lavo la pastilla de ADN con etanol (grado
reactivo) al 70 %. Nuevamente se centrifugd a 8,000 gravedades durante 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y se dejé secar el ADN a temperatura ambiente. Finalmente

éste fue disuelto en 50 pl de TE y se almacend a 4 °C.

Deteccién de genes de resistencia

Para los iniciadores del tipo CAP’S se realizaron mezclas con volumen de 25 ul de
solucion, las cuales consistieron de 25 ng de ADN, 1x de amortiguador, 3 mM de MgClz,
200 pM de dNTPs, 30 ng de cada iniciador, y 1.5 U de Taq polimerasa. Se utilizo el
siguiente programa de amplificacién: 3 min a 94°C; después 35 ciclos de 30 s a 94°C, 1
min a la temperatura de alineamiento para cada iniciador mostrado en el Cuadro 2,y 1
min a 72°C; finalmente una extension de 10 min a 72°C. Para los iniciadores con una
sola secuencia, corresponde a marcadores moleculares del tipo RAP’S, cuya mezcla de
reaccion fue la siguiente: 25 pl de solucién, con contenido de:40ng de ADN, 1x de
amortiguador, 3 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 30 ng de iniciador, y 1.5 U de Taq
polimerasa; se utilizo el siguiente programa de amplificacién: 2 min a 94°; después 38
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a la temperatura de alineamiento para cada iniciador
mostrado en el Cuadro 2, y 90 s a 72°C; finalmente una extensién de 2.5 min a 72°C.
Se realiz6 la amplificacion en un termociclador marca Techne®. Como controles se
utilizaron: la accesiéon de chile serrano “Criollo Morelos-344” (Capsicum annuum), chile

habanero (Capsicum chinense), chile pimiento (Capsicum annuum) var. Yolo Wonder, y
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las variedades comerciales de jitomate: Cuauhtémoc, Espartaco, Moctezuma, Aquiles,

Cedral y El Cid.

En todos los casos se usaron geles de agarosa al 1.5 %. Para la correcta identificacion
de las bandas se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1 Kb ladder de Invitrogen®.
Se cargaron 10 pl de cada muestra amplificada, los cuales se mezclaron con 3 ul de
azul de bromofenol. El gel se sumergié en amortiguador TAE 0.25 X en una camara de
electroforesis a 200 volts durante dos horas. Posteriormente se realizo la tincion del gel
con bromuro de etidio y se procedio a la visualizacion de los resultados con luz UV y a

la documentacion del gel.
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Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la deteccion de genes.

Temperatura

Patégeno Iniciador Gen Secuencia —forward (5'—3’) Secuencia-reverse (5'—3’) aIinegr(:liento
(°C)
ToMV (Arens, et al., 2010) TM2-748 Tm-2 'IC':C(:;'IC'; TCT GGG GAA AAC AAC ﬂé .?gg GTATACCTC CAC 60
ToMV(Arens, et al., 2010)  TM2%-SNP 2494  Tm-2 gg%%%@ﬁr? Acg ACT CTA gf ggé GTATAT AAC GGT 60
ToMV(Arens, et al., 2010) SCN 20 Tm-2 Sg; gg; CCG TCG ATG CAA /C;/STT gTCAT CCG TAG ACA TAA 60
ToMV(Arens, et al., 2010) TMV-2262 Tm-1 SSETTTACT ACT GGG AGT GTC /ngG ;GC ACG TTA CTT CAG 60
PVY (Caranta, et al., 1999) CSO Tm-2 CGA AGA GAG AAG GTC TCA GGG TAG GTT ATT 58
TSWYV (Moury, et al., 2000) SCAC Pvr-4 GTG CCA GAG GAG GATTTAT g.?G AGG TGG ACA CTG ATA 60
TSWYV (Moury, et al., 2000) OPACI10 Tsw AGC AGC GAG G 40
TSWV (Moury, et al., 2000) OPAH13 TGA GTC CGC A 40
TSWYV (Moury, et al., 2000) OPAF16 TCCCGG TGA G 40
TSWYV (Moury, et al.., 2000) OPBO1 GTTTCGCTCC 40
PMMoV (Tsuda, et al., 1998) PMMoV-J L3 ATC CCC GAG TCT TCT TCG GGG CCC CAACTT ATT TAT 62

TTTTAACT

GCCATCATGTTT
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2.4, RESULTADOS Y DISCUSION

Postulados de Koch

Antes de realizar las inoculaciones, los virus fitopatdgenos se sometieron a una prueba
de deteccion de ELISA, para corroborar la correcta identificacion del patdégeno y su
presencia en las fuentes de indculo. EIl CMV y TEV estaban en Nicotiana tabacum var.
Xanthi, el PMMoV se encontré en Nicotiana occidentalis, PVY en Nicotiana virginia,

TSWYV en Datura stramonium, finalmente el TMV en Solanum lycorpesicum.
Pruebas de patogenicidad

La prueba no paramétrica descrita por Scheirer et al. arrojo diferencias significativas en
los factores de Virus y Genotipo (Cuadro 3) en todas las variables, excepto en
incidencia a los 35 DDI, en el que solo se observa efecto significativo en el factor
Genotipo, y a los 42 y 49 DDI no mostro efectos significativos. En la interaccion Virus x

Genotipo Unicamente se observaron efectos significativos en la severidad y ABCPE.

Cuadro 3. Analisis de rangos de la severidad, ABCPE, incidencia y peso seco, de los
genotipos de chile inoculados con virus.

Severidad
FVv GL
Hm 28 DDI Hm 35 DDI Hm 42 DDI Hm 49 DDI Hm ABCPE
VIRUS 5 191.81 * 325.64 * 274.21 * 268.35 * 65,975.53 *
GENOTIPO 12 251.28 * 208.77 * 145.23 * 134.32 * 58,282.28 *
INTERACCION 60 81.21 * 8425 * 87.57 * 83.83 * 68,025.92 *
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Cuadro 3. Continuacion ...

Incidencia
Hm 28 DDI Hm35DDI Hm42DDI Hm 49 DDI Hm PS
VIRUS 5 28.94 * 7.62 0.08 0.08 46.60 *
GENOTIPO 12 91.07 * 32.09 * 0.21 0.21 52.10 *
INTERACCION 60 38.24 33.70 1.17 1.17 40.42

*, Significativo con P<0.05; FV: Factor de Variacion; GL; Grados de Libertad; Hm: Estadistico de ji-
cuadrada; DDI: Dias Después de la Inoculacion; ABCPE: Rango del Area Bajo la Curva del Progreso de
la Enfermedad; PS: Peso Seco.

Comparacién de medias de rangos

El PMMoV obtuvo el rango mas pequefio estadisticamente en la incidencia a los 28 DDI
(Cuadro 4), seguido por el CMV, lo cual significa que estos dos fitopatégenos fueron los
mas virulentos al enfermar una mayor proporcién de plantas en menos tiempo que los
demas virus. Posteriormente a los 35 DDI la incidencia fue estadisticamente igual en
todas las enfermedades, es decir, que a partir de esta fecha todos los virus infectaron
las células de los diferentes genotipos de chile. Probablemente se deba al ciclo de
patogenicidad que presentan los virus, el cual consiste en la manipulacion de la

magquinaria bioquimica responsable de la sintesis de proteinas (Agrios, 2004).

Las enfermedades causadas por TSWV, TEV y PVY obtuvieron los rangos de severidad
mas altos estadisticamente a los 28 DDI, lo que representa que son las enfermedades
menos agresivas a los genotipos de chile. A partir de los 42 DDI se formaron tres
agrupaciones donde los rangos mas altos se mostraron en las enfermedades causadas
por TSWV y TEV, mientras que el mas bajo fue dado por el PMMoV, y se mantuvieron

de esta forma hasta el final del experimento.
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De acuerdo con el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (Cuadro 4), la
agresividad de los virus fitopatdgenos se puede clasificar en tres grupos: 1) altamente
agresivos (PMMoV), 2) moderadamente agresivos (PVY, CMV, TMV) y 3) ligeramente
agresivos (TEV y TSWV). Esta agrupacion esta relacionada con la acumulacién de
biomasa, debido a que el PMMoV fue el virus que estadisticamente acumulo la menor
cantidad de Peso Seco. Robles et al. (2010) mencionan que el PMMoV es uno de los
virus mas devastadores en diferentes cultivares de chile, con presencia en campo e
invernadero, reduce el vigor de nuevos brotes y el rendimiento de frutos, por lo que

concuerda con los resultados obtenidos.

Cuadro 4. Comparaciéon de medias de rangos de la incidencia y severidad de las
enfermedades causadas por virus en los genotipos de chile inoculados.

Virus Severidad
28 DDI 35 DDI 42 DDI 49 DDI
PVY 791.30 bc? 654.84 b 662.61 b 679.07 b
CMV 664.40 d 615.56 b 693.15 b 710.62 b
TMV 721.25 cd 594.25 b 67457 b 699.10 b
PMMoV 48191 e 563.22 b 485.23 ¢ 458.32 ¢
TEV 899.27 ab 1037.45 a 1040.03 a 1030.28 a
TSWV 958.33 a 1051.15 a 960.55 a 939.06 a
kw 115.11 115.11 115.11 115.11
Incidencia
ABCPE 28 DDI PS
PVY 661.31 b 175.48 a 127.68 b
CMV 638.65 b 130.51 ab 106.62 b
TMV 626.87 b 14750 a 13163 b
PMMoV 439.79 ¢ 94.12 b 224.18 a
TEV 1098.96 a 169.72 a 156.03 b
TSWV 1050.87 a 17421 a 145.39 b
kw 115.11 51.34 51.34

ZRangos con la misma letra dentro de columnas son iguales (Kruskal-Wallis, P < 0.05);DDI: Dias Después

de la Inoculacion; ABCPE: Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad; PS: Peso Seco.
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Los rangos de la severidad a los 28 DDI resultaron ser estadisticamente mas altos en el
hibrido “CLARIS” (Cuadro 5), seguido del Criollo Morelos y Grajales St., lo que significa
que la severidad en estos genotipos fue menor, a los 35 DDI solo “CLARIS”, y el Criollo
Morelos mostraron los rangos mas altos, mientras que los demas genotipos formaron
un solo grupo con los rangos mas bajos. A los 42 DDI “CLARIS” obtuvo el rango mas
bajo, donde mostré la mayor susceptibilidad a partir de esta fecha. El chile Criollo
Morelos obtuvo el rango mas alto a los 42 y 49 DDI, en esta ultima fecha los rangos de
severidad de “JHOS”, “YOLI”, “DALI’, “MARUCA” y el progenitor L1, fueron
estadisticamente iguales al del Criollo Morelos. A pesar que el Criollo Morelos fue el
genotipo que mostré menor susceptibilidad a las enfermedades viricas, su valor de
rango estuvo disminuyendo; esto concuerda nuevamente con lo mencionado por
Sepulveda et al. (2004). Los hibridos “YOLI”, “JHOS”, “DALI" y “MARUCA” fueron los

genotipos que obtuvieron los rangos mas altos en la variable de Peso Seco.
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Cuadro 5. Comparacion de rangos para las variables de incidencia y severidad en
hibridos y progenitores de chile Manzano y chile Criollo Morelos.

Severidad
GENOTIPO 28 DDI 35 DDI 42 DDI 49 DDI
CM 1030.01 b 1080.28 a 1064.68 a 965.12 a
L8 678.53 de 71285 b 74585 b 757.08 b
L7 653.53 de 708.31 b 795.90 b 758.56 b
L4 713.80 de 638.48 b 71228 b 728.15 b
L3 704.52 de 580.73 b 688.78 b 729.99 b
L2 517.28 e 617.30 b 647.57 b 661.36 b
L1 685.57 de 73753 b 804.19 b 809.04 ab
7*8 (“YOLI”) 698.31 de 746.62 b 807.87 b 841.74 ab
3*4 (*JHOS”) 770.31 d 664.32 b 766.83 b 789.84 ab
1*3 (“DALI") 656.20 de 746.45 b 842.76 b 855.99 ab
1*2 (“MARUCA”) 620.35 de 701.20 b 778.56 b 790.44 ab
3*8 (“CLARIS”) 1249.00 a 1171.84 a 416.33 ¢ 368.14 c
Grajales St. 808.23 c 679.75 b 71343 b 730.20 b
kw 199.98 199.98 199.98 199.98
CM 1086.37 a 222.54 ab 225.94 ab 229.25 a
L8 740.89 bc 111.13 c 11756 c 143.00 ab
L7 755.15 bc 138.23 bc 149.04 bc 111.33 b
L4 692.93 bc 164.46 bc 134.46 c 12458 b
L3 666.10 bc 132.00 c 116.92 c 161.75 ab
L2 616.94 bc 91.71 c 140.19 bc 144,90 ab
L1 790.46 b 119.85 c 141.19 bc 161.96 ab
7*8 (“YOLI”) 790.95 b 124.02 c 140.19 bc 127.44 b
3*4 ("*JHOS”) 758.53 bc 147.17 bc 128.38 c 119.71 b
1*3 (“DALI") 810.12 b 116.48 c 134.10 c 123.38 b
1*2 (“MARUCA”) 759.90 bc 106.94 c 129.02 c 101.81 b
3*8 (“CLARIS”) 590.44 c 282.31 a 252.69 a 22546 a
Grajales St. 726.85 bc 174.83 bc 122.00 c 157.10 ab
kw 199.98 89.20 89.20 89.20

’Rangos con la misma letra dentro de columnas son iguales (Kruskal-Wallis, P < 0.05); CM: Criollo
Morelos; DDI: Dias Después de la Inoculacion; ABCPE: Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad; PS: Peso Seco.
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Debido a la agrupacion mostrada en el Cuadro 4 se consideré que los genotipos de
chile fueron susceptibles a PMMoV; en la interacciéon con PVY, CMV, TMV resultaron
ser tolerantes y en la interaccion con TEV y TSWYV fueron resistentes. No obstante,
existen algunas particularidades en diferentes interacciones como lo es la enfermedad
causada por TMV con “DALI”, y con uno de sus progenitores (L1), los cuales los rangos
del Area Bajo la Curva fueron estadisticamente igual al del Criollo Morelos (Cuadro 6).
También fueron negativos a la presencia de este virus en la prueba de ELISA, por lo

gue se catalogaron como resistentes a TMV.

Para la interaccion con el virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV),
sobresalieron los hibridos “DALI” y “MARUCA” ya que sus rangos en el Area Bajo la
Curva fue estadisticamente igual al del Criollo Morelos quien fue el genotipo que
presentd resistencia a este virus. Sepulveda et al. (2004), mencionan que existen
ciertos metabolitos que tienen una funcidén antiviral, como lo son: acido salicilico,
etileno, etc. debido a que “DALI” mostré presencia negativa de TSWV en la prueba de
ELISA, mientras que sus dos progenitores (L1 y L3) mostraron presencia positiva,
sugiere que “DALI” produjo de manera mas eficiente dichas moléculas antivirales

obteniéndose de esta manera un efecto positivo en la hibridacién.

Dado estos casos especiales se considera que “DALI"” y “MARUCA”, junto con los
progenitores: L8, L7, L4, L2 y L1 son resistentes a la enfermedad provocada por el
TSWYV, mientras que “YOLI”, “JHOS” y “CLARIS”, junto con el progenitor L3 resultaron

ser tolerantes.
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Cuadro 6. Comparacion de medias de rangos de la severidad y ABCPE de genotipos de
chile inoculados con virus.

Severidad

GENOTIPO 28 DDI 35 DDI 42 DDI 49 DDI ABCPE ELISA
CM 862.40 ab* 110293 ab 85465 a 72825 a 91548 a -
L8 661.45 b 612.85 bc 728.45 a 78355 a 70295 a -
L7 708.68 b 628.25 bc 758.30 a 74140 a 71298 a -
L4 891.58 ab 49353 ¢ 648.05 a 69530 a 593.20 a -
L3 736.55 ab 48048 ¢ 54175 a 568.05 a 54835 a -
L2 505.08 b 45585 ¢ 57260 a 58465 a 513.73 a -
BV L1 840.30 ab 612.83 bc 81225 a 82710 a 776.00 a -
7*8 (“YOLI”) 812.43 ab 693.88 bc 796.15 a 84220 a 79450 a -
3*4 (“JHOS”) 876.68 ab 591.48 bc 65340 a 67550 a 673.33 a -
1*3 (“DALI") 691.63 540.48 ¢ 68050 a 73865 a 62425 a -
1*2 (“MARUCA”)  535.78 543.55 675.25 a 683.95 a 618.73 a -
3*8 (“CLARIS”) 1285.78 a 130590 a 40755 a 42775 a 64945 a -
TEST 878.60 ab 45090 ¢ 485.05 a 53152 a 47413 a -
CM 685.08 b 889.45 ab 88270 a 75790 a 856.80 a -
L8 682.48 b 558.38 b 668.40 a 666.10 a 641.63 a -
L7 664.38 b 623.30 b 83115 a 81182 a 74115 a -
L4 640.73 b 44525 b 65085 a 690.60 a 557.10 a -
L3 631.38 b 40050 b 639.70 a 64255 a 57063 a -
L2 434.63 b 44683 b 64475 a 72430 a 52735 a -
L1 49278 b 56855 b 73445 a 79140 a 63095 a -

CMV

7*8 (“YOLI”) 551.73 b 578.18 b 793.75 a 85730 a 680.25 a -
3*4 (“JHOS") 728.48 b 49408 b 75590 a 78945 a 65828 a -
1*3 (“DALI") 728.48 b 764.23 ab 78225 a 78550 a 778.28 a -
1*2 (‘MARUCA”) 362.83 b 462.95 623.75 a 67550 a 516.23 a -
3*8 (“CLARIS”) 130750 a 1243.05 a 37020 a 40030 a 580.18 a -
TEST 726.75 b 52753 b 633.15 a 64530 a 563.70 a -
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Cuadro 6. Continuacion...

Severidad

GENOTIPO 28 DDI 35 DDI 42 DDI 49 DDI ABCPE ELISA
CM 1004.43 ab 1102.75 a 126465 a 1123.35 a 1264.05 a -
L8 650.53 bc 557.15 ab 720.90 ab 710.40 abc 627.88 b -
L7 490.63 bc 375.13 b 58485 b 64255 abc 455.63 b -
L4 678.43 bc 40598 b 58740 b 660.40 abc 506.48 b -
L3 609.23 bc 42953 b 55480 b 599.20 abc 495.95 b -
L2 45335 ¢ 32883 b 426.20 b 400.30 bc 316.63 b -
™Y L1 674.18 bc 632.28 ab 786.90 ab 824.35 abc 734.78 ab -
7*8 (“YOLI”) 716.98 bc 567.70 ab 757.25 ab 824.35 abc 688.90 b -
3*4 (*JHOS") 72250 bc 48215 b 620.05 b 646.05 abc 568.70 b -
1*3 (“DALI") 645.43 bc 613.10 ab 816.55 ab 890.25 ab 746.25 ab -
1*2 (“MARUCA”) 537.03 bc 478.98 555.20 b 624.70 abc 486.50 b -
3*8 (“CLARIS”) 130750 a 1046.15 a 29330 b 333.20 ¢ 463.15 b -
TEST 886.05 abc 705.55 ab 801.40 ab 809.25 abc 794.48 ab -
CM 1034.90 ab 592.10 ab 43290 a 43325 a 476.30 a +
L8 39478 ¢ 497.60 ab 383.75 a 371.30 a 357.38 a +
L7 193.23 ¢ 406.35 41340 a 32205 a 270.35 a +
L4 22950 c 406.35 356.65 a 341.10 a 275.83 a +
L3 526.83 abc 594.30 ab 684.40 a 677.45 a 587.63 a +
L2 186.40 c 346.80 b 25550 a 258.32 a 195.88 a +
L1 39478 ¢ 562.43 ab 453.30 a 39360 a 398.43 a +

PMMoV

7*8 (“YOLI") 45738 ¢ 670.63 ab 568.20 a 530.55 a 552.95 a +
3*4 (*JHOS") 496.35 abc 62490 ab 647.15 a 676.25 a 609.90 a +
1*3 (“DALI") 27233 c 553.73 ab 67755 a 64450 a 520.85 a +
1*2 (“MARUCA”) 504.63 abc 641.93 ab 666.40 a 61430 a 651.00 a +
3*8 (“CLARIS”) 1121.15 a 957.13 a 291.05 a 270.67 a 405.95 a +
TEST 45255 ¢ 467.60 ab 477.80 a 42485 a 41488 a +
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Cuadro 6. Continuacion...

Severidad
GENOTIPO 28 DDI 35 DDI 42 DDI 49 DDI ABCPE ELISA

CM 1285.78 a 135253 a 1459.20 a 139955 a 1496.23 a -
L8 805.75 ab 1067.65 a 1033.20 abc 1055.00 a 1104.05 ab -
L7 815.35 ab 1104.60 a 1059.65 abc 989.10 a 1130.40 ab -
L4 964.20 ab 1052.70 a 1101.60 abc 1077.37 a 1186.05 ab -
L3 884.98 ab 819.95 a 88270 bc 989.10 a 93465 b -
L2 77298 ab 104523 a 973.90 abc 989.10 a 1064.50 ab -
TEV L1 814.50 ab 1026.05 a 1078.80 abc 1099.75 a 1152.23 ab -
7*8 (“YOLI”) 817.50 ab 948.43 a 1078.80 abc 1055.00 a 1074.08 ab -
3*4 (*JHOS") 94355 ab 990.95 a 1129.65 abc 1099.75 a 1187.90 ab -
1*3 (“DALI") 700.35 b 94420 a 987.60 abc 1055.00 a 1012.63 ab -
1*2 (“MARUCA”) 777.43 ab 1072.80 a 1147.20 ab 1122.125 a 1175.43 ab -
3*8 (“CLARIS”) 1186.33 ab 1200.65 a 579.35 ¢ 396.00 b 707.18 b -
TEST 921.83 ab 861.08 a 1008.80 abc 1066.80 a 1061.13 ab -
CM 130750 a 144190 a 1493.95 a 1348425 a 1509.38 a -
L8 876.23 ab 983.48 ab 940.40 bc 956.15 a 1011.48 ab -
L7 1048.95 ab 1112.25 ab 1128.05 ab 1044.42 a 1220.43 ab -

L4 878.38 ab 1027.10 ab 929.10 bc 904.15 ab 1038.93 ab

L3 838.15 ab 759.65 b 829.35 bc 903.575 ab 859.43 b
L2 751.25 b 1080.28 ab 1012.45 abc 1011.47 a 1083.58 ab -
L1 896.88 ab 1023.05 ab 959.45 abc 918.05 ab 1050.40 ab +

TSWV

7*8 (“YOLI”) 833.85 ab 1020.90 ab 853.05 bc 941.05 a 955.03 b

3*4 (*JHOS”) 854.30 ab 80235 b 794.80 bc 852.05 ab 853.08 b

1*3 (“DALI”) 899.03 ab 1062.95 ab 1112.10 ab 1022.05 a 1178.48 ab -
1*2 (‘MARUCA") 1004.43 ab 1007.00 ab 1003.55 abc 1022.05 a 1111.55 ab -
3*8 (“CLARIS”) 1285.78 ab 1278.15 ab 556.55 ¢ 38090 b 736.75 b -

TEST 983.63 ab 1065.85 ab 874.40 bc 903.45 ab 1052.80 ab +
kw 550.56 550.56 550.56 550.56 550.56

’Rangos con la misma letra dentro de columnas son iguales (Kruskal-Wallis, P < 0.05); CM: Criollo
Morelos; DDI: Dias Después de la Inoculacién; ABCPE: Rango del Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad.
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Deteccidn de genes de resistencia

Se realiz6 la deteccion de cuatro genes de resistencia a los virus fitopatogenos (PVY,
ToMV, TSWV, PMMoV) en los hibridos y progenitores de chile manzano y derivado de

ello se encontraron diversas resistencias en los genotipos de chile manzano evaluados.

El alelo Pvr4 confiere resistencia para todos los patotipos del virus Y de la papa;
amplificado por el iniciador CSO, que muestra una banda de 458 pb (Caranta et al.,
1999). En la figura 11(ANEXO 2) se observé que tanto hibridos y lineas progenitoras de
chile Manzano presentaron dicha banda. Este resultado, indica la presencia del gen
Pvr4 en los hibridos y progenitores de chile manzano, por lo que demuestra que son

resistentes a PVY.

Sin embargo, aunque los progenitores (L8, L7, L4, L3, L2 y L1) y los hibridos
(“MARUCA”, “JHOS”, “DALI", “CLARIS” y “YOLI”) demostraron tener el gen Pvr4, el
PVY provocé una enfermedad moderadamente agresiva (Cuadro 4), de igual manera
las ABCPE fueron estadisticamente iguales en todos los hibridos y progenitores
(Cuadro 6), lo cual sefiala que aunque los genotipos de chile manzano cuentan con el
gen (R) para PVY se enfermaron, esta situacion es explicada por Madriz (2002) ya que
seflala que la presencia de un gen de resistencia actla principalmente como un
activador de diferentes mecanismos de defensa, ademas las pruebas de ELISA

mostraron presencia negativa del virus

El alelo responsable de la resistencia al virus de la marchitez manchada del tomate es
conocido como Tsw, para este alelo se utilizaron cuatro iniciadores de tipo RAP’s y uno

del tipo CAP (Cuadro 2), los RAP’s: OPAC10, OPAH13, OPAF16 y OPBO01 (Figuras 12,
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13, 14 y 15, respectivamente; ANEXO 2), presentan una banda de aproximadamente
593, 800, 250 y 750 pb, respectivamente, en acoplamiento con el alelo Tsw, excepto al
iniciador OPBOL1, al cual lo reportan en repulsion a dicho alelo. El iniciador SCAC (CAP)
presenta una banda de 568 pb (Figura 16, ANEXOZ2) aproximadamente con un
comportamiento Codominante (Moury et al., 2000). En los genotipos de chile Manzano
solo se presentan las bandas reportadas con los iniciadores: OPAC 10, OPAF 13 y
SCAC 568, en todos los hibridos y lineas progenitoras. La presencia de estas bandas
indica que los hibridos y progenitores de chile Manzano evaluados presentan

resistencia al TSWV.

Los resultados del Cuadro 4, mostraron que el ataque de TSWV se clasific6 como
ligeramente agresivo. No obstante, en el Cuadro 6 se observa que los hibridos “YOLI” y
“JHOS” fueron que obtuvieron los rangos estadisticamente mas bajos en la ABCPE.
Madriz (2002), explica que el gen R, en este caso el gen Tsw, desencadena la
activacion de diversos genes responsables de la produccion de diferentes moléculas de
defensa como acido salicilico, acido jasmonico, compuestos fendlicos, etc. por lo que
“YOLI” y “JHOS” probablemente la comunicacion entre Tsw y los deméas genes no se
dio a tiempo y el virus invadié las células de las plantas. Por otra parte Garcia (2003)
indica que la resistencia de chile a este patdogeno es facilmente superada, lo que
también explica el por qué “YOLI”, “JHOS” y los progenitores L1, L3 y L4 tuvieron

presencia positiva del virus en la prueba de ELISA.

Se utilizaron cuatro iniciadores asociados a genes que confieren resistencia a ToMV
(Cuadro 2): SCN 20: asociado al gen Tm-1 con la caracteristica de ser Dominante;

TMV-2262 y TM2-748: que se relaciona con los genes Tm2 y Tm22 con una accion
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Codominante. Al iniciador TM22-SNP 2494 que aln no se le ha encontrado asociacién
alguna con los genes (Figura 18, ANEXO 2) antes mencionados (Arens et al., 2010).
Tanto en los hibridos como en las lineas progenitoras de chile Manzano no se encontro
banda de resistencia (1400 pb) para el gen Tm-1. Pero si presentaron banda de
resistencia correspondiente al alelo Tm-22 (214pb) y una de susceptibilidad para Tm-2
(Figuras 17 y 19, ANEXO 2) y debido a que este par de alelos tienen una relacion
codominante, es de esperarse que el ToMV provoque sintomas tipicos de una
enfermedad virica (prueba no realizada) sin que estos lleguen a afectar en gran medida
a los genotipos de chile Manzano como lo explican Ohomori et al. (1996). Por lo tanto,
se puede considerar que hibridos y lineas progenitoras de chile Manzano son tolerantes

a este virus.

Lanfermeijer et al. (2003) mencionan que debido a que el ToMV y TMV pertenecen a la
familia de los Tobamovirus, existe la posibilidad de que los genes encargados de
conferir la resistencia a ToMV, de algin modo sirvan en contra de TMV. Ademas, de
acuerdo con los resultados mostrados en el Cuadros 4, al TMV se le catalogb como
moderadamente agresivo y en las pruebas de ELISA (Cuadro 6) arrojaron un resultado
negativo a la presencia de este virus, de esta manera se corroboré la resistencia de

todos los genotipos de chile Manzano a TMV.

Se el iniciador PMMoV-J (Cuadro 2) que se encuentra asociado al gen L3, el cual es el
responsable de conferir resistencia a PMMoV (Tsuda et al., 1998).Este gen muestra
una banda de 717 pb, la cual no se encontré6 en ningun genotipo de chile evaluado
(Figura 10, ANEXO 2), por lo que se determind que los hibridos y sus progenitores de

chile Manzano son susceptibles a este virus.
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2.5. CONCLUSIONES
El hibrido “DALI” y la linea progenitora L1 presentaron resistencia a la enfermedad
provocada por TMV; mientras que los hibridos “MARUCA”, “JHOS”, “CLARIS” y “YOLI”

asi como las lineas progenitoras (L2, L3, L4, L7 y L8) presentaron tolerancia.

Los hibridos “DALI” Y “MARUCA” y los progenitores L1, L2, L4, L7 y L8 son resistentes

a TSWV, y los demas genotipos (‘JHOS”, “CLARIS™YOLI” y L3) presentaron tolerancia.

Los hibridos “MARUCA”, “DALI”, “JHOS”, “YOLI” y “CLARIS”, junto con sus lineas
progenitoras L2, L3, L4, L7 Y L8 de chile Manzano son resistentes a TEV; y tolerantes a

PVY y CMV. Pero susceptibles a la enfermedad causada por el PMMoV.

Los cinco hibridos de chile Manzano evaluados (“MARUCA”, “DALI”, “JHOS”, “CLARIS”
y “YOLI”) y las lineas progenitoras (L1, L2, L3, L4, L7 Y L8), presentaron bandas de
resistencia para PVY, TSWV y TMoV; en el caso del PMMoV no se presentdé banda

alguna.
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3. RESISTENCIA DE HIBRIDOS Y PROGENITORES DE CHILE MANZANO A

ENFERMEDADES CAUSADAS POR HONGOS DE RAIz

3.1. INTRODUCCION
En los cultivares de chile una de las principales limitantes es la presencia de
fitopatdgenos que causan las pudriciones de raiz (Velasquez et al., 2001), entre los
organismos comunmente relacionado a este tipo de enfermedades se encuentran:
Fusarium spp., Rhizoctonia solani Kiihn y Phytophthora capsici Leonian (Gonzalez et

al., 2004).

Phytophthora capsici Leonian es uno de los patdgenos mas severos, ya que causa
pérdidas que van del 60 al 100% (Anaya et al., 2011), generalmente este hongo esta
asociado con Fusarium spp. y Rhizoctonia solani Kihn (Rico et al., 2003). El
patosistema causado por P. capsici ha sido ampliamente estudiado, sin embargo la
solucion a este problema es dificil de lograr, debido a la alta variabilidad genética del

patégeno (Castro et al., 2012).

En la actualidad no existe alguna variedad comercial de chile resistente a P. capsici. Sin
embargo se cuenta con el chile Criollo Morelos 334 (Garcia et al., 2010 y Sarath et al.,
2011) que es resistente a P. capsici y se emplea como portainjerto. Por otra parte, se
tienen registros que Fusarium oxysporum y Fusarium solani se encuentran asociados

con P. capsici (Rahim y Sharif, 1985).

En 2012, en el programa de mejoramiento genético del chile Manzano de la UACh, se
generaron cinco hibridos de cruza simple: MARUCA, CLARIS, YOLI, JHOS y DALI; de

las cuales no se cuenta con informacion acerca de su resistencia o susceptibilidad al
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ataque de los hongos antes mencionados. Por ello el objetivo de esta investigacion fue
evaluar la resistencia de hibridos y progenitores de chile Manzano a enfermedades
causadas por hongos, mediante pruebas de patogenicidad y deteccion de genes de
resistencia, como una estrategia en el manejo de enfermedades y referencia al

programa de mejoramiento genético de chile Manzano de la UACh.

1.1. RESUMEN

En México se cultivan 1500 ha de chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.), las
pudriciones de raiz causadas por Phytophthora capsici, Fusarium spp. y Rhizoctonia
solani, son las principales limitantes en los sistemas de produccién de chile Manzano,
ya que causan pérdidas hasta del 100 %. El uso de variedades resistentes reduce
dichas pérdidas. Por ello el objetivo de esta investigacion fue evaluar la resistencia de
hibridos y progenitores de chile Manzano a enfermedades causadas por hongos,
mediante pruebas de patogenicidad y deteccion de genes de resistencia, como
estrategia en el manejo de enfermedades y referencia al programa de mejoramiento
genético de chile Manzano de la UACh. Se inocul6 una solucién fangica con
concentracion de 1x108 esporas-mililitro!; la raiz se expuso a esa solucion. Se evalué la
incidencia, severidad y Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) de
cinco hibridos de chile Manzano (“MARUCA”, “CLARIS”, “YOLI”, “DALI” y “JHOS”) y sus
lineas progenitoras a enfermedades causadas por hongos (Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani). También se hiso una deteccién de genes de
resistencia a dichas enfermedades mediante marcadores moleculares. Se realiz6
comparacion de medias (Tukey, P<0.05). La enfermedad que obtuvo la ABCPE mas
alta fue la causada por P. capsici. Los hibridos “YOLI”, “DALI" y “MARUCA” tuvieron
ABCPE bajas y mostraron resistencia a F. oxysporum. Todos los hibridos tuvieron
ABCPE bajas y mostraron resistencia a R. solani, ademas presentaron bandas

correspondientes al gen de resistencia para Fusarium oxysporum.

Palabras clave: Capsicum pubescens, incidencia, severidad, Area Bajo la Curva del

Progreso de la Enfermedad, genes de resistencia.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

Lugar y periodo de estudio

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la Universidad Autébnoma
Chapingo, localizada en el municipio de Texcoco, Estado de México, México. Las
cruzas y obtencion de semillas de los genotipos a evaluar se realizaron en el periodo de
marzo-octubre de 2014. Las pruebas de patogenicidad y deteccion de genes se
realizaron en los meses de mayo-julio y septiembre-diciembre de 2015. Las pruebas de
patogenicidad se llevaron a cabo en un médulo de invernaderos con cubierta de vidrio
con temperatura promedio de 20.4 °C, radiacién de 470.73 lum-sqf! y humedad relativa

de 44 %.
Genotipos

Se evaluaron 13 genotipos: seis lineas progenitoras (L1, L2, L3, L4, L7 y L8) y cinco
hibridos de cruza simple: “MARUCA” (L1xL2), “JHOS” (L3xL4), “DALI" (L1xL3),
“CLARIS” (L3xL8) y “YOLI” (L7xL8). Todos los genotipos son resultado del programa de

mejoramiento de chile Manzano en la Universidad Autonoma Chapingo.
Disefio experimental y tratamientos

Los tres hongos fitopatdgenos se inocularon sobre los 13 genotipos de chile a evaluar,
se generaron 39 tratamientos. El experimento se establecié en un disefio con bloques
completamente al azar con arreglo factorial de doble entrada 13x3, con cuatro

repeticiones, la unidad experimental fue constituida por cinco plantas.

Material Fitopatdégeno
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Los hongos evaluados fueron: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani Kuhn vy
Phytophthora capsici Leonian. Dichos hongos fueron obtenidos del Departamento de
Parasitologia Agricola, los cuales se conservaban en tubos de ensayo con Papa

Dextrosa Agar (PDA) cubiertos con aceite mineral.
Inoculacién de los hongos

La siembra se realizdé en charolas de poli estireno de 200 cavidades, se utilizd como
sustrato turba humeda, esterilizada con vapor de agua. Las semillas se colocaron a una
profundidad de dos centimetros y se cubrieron con vermiculita, posteriormente a los 70

dias después de la siembra, se trasplanté en macetas de poliestireno de 300 ml.

La inoculacién de los hongos se realiz6 cuando las plantas tenian desarrolladas ocho
hojas y sucedié a los 90 dias después de la emergencia. El proceso de infeccion fue
mediante una solucién de particulas infectivas la cual se realiz6 a través de crecimiento
fungico en medios nutritivos de cultivo mezclandolo con agua destilada y dos gotas de
Tween 20. La solucién se utilizé a una concentracion de 1x10° esporas-ml? (Apodaca et
al., 2004). Las plantas de los diferentes genotipos fueron expuestas a raiz desnuda en
la solucion fangica 24 horas. Posteriormente, se trasplantaron en macetas de 300 ml y

se acondicion6 una cdmara humeda para favorecer la expresion de sintomas.
Evaluacion y andlisis estadistico

Para las pruebas de patogenicidad se realizaron tres evaluaciones, la primera a los
siete Dias Después de la Inoculacion (DDI), y las siguientes dos con frecuencia de 15

dias; donde se midid la incidencia y la severidad. La evaluacion de la incidencia se
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realizd con la cuantificacion de plantas enfermas y obteniendo su valor porcentual con

la Formula 1.

Numero de plantas enfermas

* 100

Formula 1: Incidencia = — ,
Numero de plantas inoculadas

La severidad se evalu6 mediante la manifestacion de sintomas en la parte aérea,
empleando una escala decimal (Cuadro 7) para lo cual se realizé una escala especifica

(ANEXO 1) para cada patogeno.

Cuadro 7. Escala decimal para evaluar la severidad de alguna enfermad.

Clase Severidad de la enfermedad (%)

0
20
40
60
80

100

OO, WNPE

Una vez terminadas las evaluaciones se obtuvo una muestra compuesta para realizar
los postulados de Koch y asi corroborar que los sintomas observados fueron por efecto
de los patégenos inoculados, a dichos aislamientos se les caracteriz6 morfologica y

molecularmente.

Con las lecturas de severidad tomadas se procedi6 a calcular el Area Bajo la Curva del
Progreso de la Enfermedad (ABCPE) por el método de integracion de poligonos

(Campbell y Madden, 1990) con la Férmula 2.

Formula2: ABCPE = Zi% * (tjpg — ti)
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Donde:

Yi= porcentaje de dafio en el tiempo i

ti = dias después de la inoculacion del tiempo i
i=1, 2, 3,..., n; n=numero de muestreos

Se realizd un analisis de varianza y una comparacion de medias (Tukey, P < 0.05) con,
en las variables de incidencia, severidad y Area Bajo la Curva del Progreso de la

Enfermedad.
Extraccién de ADN

Se utilizé el protocolo de extraccion de CTAB para la obtencion de ADN de los
genotipos, en el cual las plantas de 30 dias de edad, se lavaron con etanol al 70 %. Se
pesaron 0.3 g de tejido, mismo que se coloco en un mortero al cual se le agrego
nitrogeno liquido y se molié hasta obtener un polvo fino, posteriormente se transfirié a
700 yl de amortiguador de extraccidon contenidos en un microtubo de 1.5 ml
precalentado a 65 °C en un termoblock marca Thomas Scientific®. ElI microtubo se
agitdé hasta homogeneizar; enseguida se calenté nuevamente a 65 °C en el termoblock
durante 10 minutos y se agregaron 200 pl de acetato de potasio 5 M. La muestra se
enfrid6 en hielo durante 60 minutos y se colocé en una centrifuga marca Thermo®

durante 20 minutos a 12,000 gravedades.

Se agregaron 600 ul de cloroformo y se centrifugé a 10,000 gravedades por 10 minutos.
Se transfirié el sobrenadante a otro microtubo con 600 pl de isopropanol preenfriado y
se dejo a -20 °C por 60 minutos para precipitar el ADN. Posteriormente se centrifugd a

6,000 gravedades durante 5 minutos y se decantd. Se agregaron 700 pl de solucion
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para disolver la pastilla de ADN a la cual se adicionaron 4 ul de ARN-asa y se incubo a

37 °C durante una hora.

Posteriormente el ADN se precipito durante dos horas con 75 ul de acetato de sodio 3
M y 500 pl de isopropanol frio. Después se centrifugé a 8,000 gravedades durante 5
minutos, se elimind el sobrenadante y se lavo la pastilla de ADN con etanol (grado
reactivo) al 70 %. Nuevamente se centrifugd a 8,000 gravedades durante 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y se dejé secar el ADN a temperatura ambiente. Finalmente

éste fue disuelto en 50 pl de TE y se almacend a 4 °C.

Deteccidon de genes de resistencia

La deteccion de genes se realizé por medio de marcadores moleculares del tipo CAP.
Se realizaron mezclas con volumen de 25 pl de solucion, las cuales consistieron de 25
ng de ADN, 1 x de amortiguador, 3 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 30 ng de cada
iniciador y 1.5 U de Taq polimerasa. Se utilizo el siguiente programa de amplificacion: 3
min a 94 °C; después 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min a la temperatura de acoplamiento

para cada iniciador y 1 min a 72 °C; finalmente una extension de 10 min a 72 °C.

Los marcadores usados en el caso de Fusarium fueron: At2-F (5°-d CGA ATC TGT ATA
TTA CAT CCG TCGT) y At2-R (5°-d GGT GAA TAC CGA TCA TAG TCG AG), a una
temperatura de acoplamiento de 55 °C (Arens et al., 2010); y para el caso de
Phytophthora capsici los iniciadores fueron: OpD04.717-F (5 d CCA TAA GGG TTG
GTA AAT TTA CAA AG) y OpD04.717-R (5’-d TCG AGA GAT AAT TCA GAT AGT ATA

ATC) a una temperatura de acoplamiento de 60 °C (Quirin et al., 1998). Para el caso de
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Rhizoctonia solani no fue posible realizar un estudio de deteccidon de genes, puesto que

la secuencia que amplifica la zona responsable de la resistencia no se consiguio.

En todos los casos se usaron geles de agarosa al 1.5 %. Para la correcta identificacion
de las bandas se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1 Kb ladder de Invitrogen®.
Se cargaron 10 pl de cada muestra amplificada, los cuales se mezclaron con 3 ul de
azul de bromofenol. El gel se sumergié en amortiguador TAE 0.25 X en una camara de
electroforesis a 200 volts durante dos horas. Posteriormente se realizo la tincion del gel
con bromuro de etidio y se procedi6 a la visualizacién de los resultados con luz UV y a

la documentacion del gel.

1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Postulados de Koch

En el caso de Phytophthora capsici se observaron estructuras morfologicas, tales como
anteridio anfiginio (debajo del oogonio cercano al micelio) junto con su respectivo
oogonio de forma esférica (Figura 1-A), también se observaron esporangios ovoides de
una a dos papilas (Figura 1-B), dichas estructuras son descritas por Gallegly y Hong en
2008. En lo que respecta a Rhizoctonia solani, se observé el micelio tipico del género,
es decir, septado y con bifurcaciones de 90° (Figura 1-C), en el lugar donde se forma la
bifurcacibn se noté una pequefia constriccion lo cual coincide a lo reportado por
Giovannini et al. (2005). Finalmente se observaron clamidosporas de forma redonda
Figura 1-D, pertenecientes al hongo Fusarium oxysporum asi como microconidios de
forma eliptica, sin septas (Figura 1-E), estas estructuras concuerdan con lo descrito por

Nelson (1990).
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El sintoma causado por P. capsici consistid en la pérdida de la turgencia de los peciolos
de las hojas el cual coincide con lo descrito por Castro (2012), también se aprecia una
marchitez general en la planta, tal como lo menciona Fernandez (1983), asi como
desecacion de la planta, en la cual las hojas se quedaron adheridas al tallo. Estos
sintomas coincide con lo descrito por Fernandez en 1983 al mencionar que la planta
afectada por este patdogeno permanece verde por algunos dias y cuando ocurre la

muerte esta permanece erecta con las hojas muertas adheridas.

El principal sintoma causado por Rhizoctonia solani consistio en el marchitamiento tal
como lo mencionan Sharma et al. (2005), para el caso particular del chile Manzano la
enfermedad que provocé R. solani, intensific6 el marchitamiento de la planta y
posteriormente ocurrié la muerte, esta Ultima fue similar a la muerte causada por P.

capsici ya que dejo las hojas secas adheridas al tallo.

Las plantas inoculadas con Fusarium oxysporum, mostraron una ligera flacidez del
tejido, asi como amarillamiento y pérdida de hojas. Dichos sintomas coinciden con los

descritos por Gonzalez (2012).
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Figura 1. Estructuras de los distintos hongos inoculados a los genotipos de chile
Manzano. A). Oogonio y anteridio de P. capsici; B) Esporangios papilados de P. capsici;
C) Micelio bifurcado de R. solani; D) Clamidosporas terminales de F. oxysporum; E)
Microconidios de F. oxisporum.
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Analisis de varianza

Los resultados del andlisis de varianza para los factores de Genotipo y Hongos (Cuadro
7) muestran efectos significativos en todas las variables, excepto en la Incidencia a los
7 DDI ya que solo se observo en el factor Hongo. Para la interaccion Hongo x Genotipo
Unicamente se observd la presencia de efectos significativos en las variables de
Severidad a los 7, 21 y 35 DDI y ABCPE; para las demas variables no se mostraron

efectos significativos.

Cuadro 8. Analisis de varianza de la severidad e incidencia de los Hongos inoculados
sobre los Genotipos de chile.

Severidad

FV GL 7 DDI 21 DDI 35 DDI
BLOQUE: HONGO 9 800.28 279.87 167.37
PLANTA: HONGO*GENOTIPO 156 377.69 187.95 158.97
HONGO 2 60612.20 * 278966.33 * 322135.59
GENOTIPO 12 11695.49 = 12628.36 * 13440.18
HONGO*GENOTIPO 24 3767.63 * 9254.41 * 9812.20
Error 571 365.03 264.07 173.37

Total 774
CV% 44.82 29.42 24.23

Incidencia

ABCPE 7 DDI 21 DDI
BLOQUE: HONGO 9 199789.80 40.38 10.26
PLANTA: HONGO*GENOTIPO 156 170879.60 ) .
HONGO 2 216404731.70 * 780.86 * 10.21
GENOTIPO 12 9857514.80 * 85.52 10.25
HONGO*GENOTIPO 24 6357860.10 * 73.33 10.25
Error 571 172627.20 70.43 10.35

Total 774
CV % 24.37 8.60 3.23

*: Significativo a una P<0.05; FV: Fuentes de Variacion: GL; Grados de Libertad; ABCPE: Area Bajo la
Curva del Progreso de la Enfermedad; DDI: Dias Después de la Inoculacién; CV: Coeficiente de
Variacion.
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Comparacién de medias

La virulencia y agresividad mostrada hacia los genotipos de chile Manzano (Cuadro 9)
por los tres hongos evaluados (Phytophthora, Fusarium y Rhizoctonia), muestra una
clara diferenciacion en cuanto a la agresividad mostrada en ABCPE, agrupandose en
tres clases: 1) altamente agresivo (Phytophthora capsici), 2) moderadamente agresivo
(Fusarium oxysporum) y 3) ligeramente agresivo (Rhizoctonia solani). La Incidencia a
los 7 DDI de Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum, fue estadisticamente iguale y

superior a la de Rhizoctonia solani.

La consideracion de que Phytophthora capsici fue altamente agresivo se debi6 a que la
evolucion de la severidad (Cuadro 9) en las plantas de chile alcanzo niveles altos en
menor tiempo. En contraste, la severidad de Fusarium oxysporum no alcanzo niveles
tan altos, sin embargo, estd aumenta de manera paulatina debido a las barreras que
debe superar al momento de colonizar la raiz de la planta, como lo sefala Nelson
(1981). En el caso de Rhizoctonia solani la severidad a los 35 DDI mostré una
disminucién, lo que sugiere que los mecanismos de defensa de las plantas expuestas a
Rhizoctonia actian de manera eficiente y hasta podrian limitar la colonizacion de este

hongo en las raices de los genotipos de chile evaluados.

Los hibridos “JHOS” y “CLARIS”, junto con el Criollo Morelos (Cuadro 10) obtuvieron los
niveles estadisticamente mas bajos de severidad a los 7 DDI. No obstante, a los 21
DDI, la severidad en “JHOS” aumento y los hibridos “YOLI”, “DALI” y “MARUCA”

mostraron una severidad estadisticamente baja al ataque de los hongos.
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Cuadro 9. Comparacion de medias de la severidad e incidencia de las enfermedades
causadas por los hongos inoculados.

Severidad Incidencia
HONGO 7 DDI 21 DDI 35 DDI ABCPE 7 DDI
Pc 60.00 a* 92.62 a 94.08 a 2754.81 a 100.00 a
Fo 36.69 b 42.35 b 4243 b 1294.31 b 99.61 a
Rs 30.98 ¢ 30.46 ¢ 26.31 c 1057.85 ¢ 93.08 b
DMSH 3.95 3.36 2.72 85.91 3.92

*Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P < 0.05); Pc: Phytophthora capsici;
Fo: Fusarium oxysporum; Rs: Rhizoctonia solani; ABCPE: Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad; DDI: Dias Después de la Inoculacién.

Cuadro 10. Comparaciéon de medias de la severidad de los genotipos inoculados con
hongos.

Severidad
GENOTIPO 7 DDI 21 DDI 35 DDI ABCPE
CM 20.67 f2 20.67 e 21.00 e 694.83 f
L8 63.33 a 61.67 bc 56.33 ¢ 2044.17 b
L7 47.33 bc 67.00 b 68.00 b 2035.67 b
L4 48.67 b 54.33 cd 50.00 cd 1725.33 cd
L3 24.33 ef 70.67 ab 71.00 ab 1860.17 bc
L2 49.00 b 49.00 d 47.00 d 1626.50 c-e
L1 36.33 cd 49.67 d 51.67 cd 1532.17 ed
7*8 (“YOLI”) 54.00 ab 50.33 d 48.00 d 1709.00 cd
3*4 (“JHOS”) 23.33 ef 65.67 b 71.67 ab 1779.17 cd
3*8 (“CLARIS”) 64.73 a 80.00 a 78.18 a 2498.36 a
1*3 (“DALI") 33.33 de 47.00 d 48.00 d 1431.67 e
1*2 (“MARUCA") 45.67 bc 51.33 d 49.33 cd 1642.33 c-e
Grajales St. 45.33 bc 52.67 cd 48.33 cd 1651.17 c-e
DMSH 11.65 9.90 8.03 253.25

*Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P = 0.05); CM: Criollo Morelos;
ABCPE: Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad; DDI: Dias Después de la Inoculacién.
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Como se observa en el Cuadro 11 el genotipo: chile serrano “Criollo Morelos” demostré
las bondades de ésta accesion, descritas en muchos trabajos de investigacion ante la
interaccion con Phytophthora capsici (Oelke et al., 2003 y Glosier et al., 2008), ya que la
severidad a los 21 DDI en todos los genotipos de chile Manzano alcanzaron mas del 90
%, dicha diferencia también se nota en el ABCPE, Estos resultados se deben a que por
una parte el gen de Avirulencia de P. capsici, no es reconocido por los genotipos de
chile Manzano, lo que conlleva a la susceptibilidad de éste como lo menciona Madriz

(2002).

En los genotipos expuestos a Fusarium oxysporum la severidad a los 7 DDI mostrada
fue estadisticamente igual en todos los genotipos, esto debido a que probablemente el
hongo se encontraba en la fase de romper la banda de caspari como lo menciona
Gonzalez et al. (2012). A partir de los 21 DDI y en el ABCPE, “YOLI”, “DALI" y
“MARUCA” junto con los progenitores: L8, L4, L2 y L1, presentaron una disminucion en
la severidad, la cual fue estadisticamente igual a la del Criollo Morelos y superior a la de
los demas genotipos. Este efecto de disminucion tal vez fue provocado porque la
invasion de Fusarium al tejido vascular de estos organismos fue detenida por la
obstruccion del mismo, a través de geles como lo mencionan Garceés et al. (2001) y

Gonzalez et al. (2012).

En el caso de Rhizoctonia solani aunque todos los hibridos mostraron una severidad
estadisticamente igual a los 7, 21 y 35 DDI; en el ABCPE, “JHOS” supera ligeramente a
los demas hibridos, junto con los progenitores: L7 y L3. Similar a Fusarium oxysporum,
la mayoria de los genotipos presentaron una disminucién en el porcentaje de dafio

causado por Rhizoctonia solani, esto probablemente se debe a que los signos de esta
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enfermedad se localizan en la unidén de la raiz principal con las raices secundarias,

dicha situacion podria provocar el estimulo de producir nuevas raices como accion de

defensa, tal como lo menciona Veldzquez et al. (2001).

Cuadro 11. Comparacion de medias de la severidad de los hongos inoculados sobre los

diferentes genotipos de chile.

Severidad
HONGO GENOTIPO 7 DDI 21 DDI 35 DDI ABCPE
CM 20.00 c? 2400 b 23.00 b 75250 b
L8 84.00 a 100.00 a 100.00 a 317400 a
L7 90.00 a 100.00 a 100.00 a 3240.00 a
L4 63.00 a-c 100.00 a 100.00 a 2943.00 a
L3 22.00 c 100.00 a 100.00 a 2492.00 a
L2 78.00 a 100.00 a 100.00 a 3108.00 a
b L1 50.00 a-c 98.00 a 100.00 a 2770.00 a
c
7*8 (“YOLI”) 85.00 a 98.00 a 100.00 a 3155.00 a
3*4 (*JHOS”) 23.00 bc 92.00 a 100.00 a 2383.00 a
3*8 (“CLARIS") 90.00 a 100.00 a 100.00 a 3240.00 a
1*3 (“DALI") 43.00 a-c 93.00 a 100.00 a 2618.00 a
1*2 (“MARUCA”") 75.00 ab 99.00 a 100.00 a 3060.00 a
Grajales ST 57.00 a-c 100.00 a 100.00 a 2877.00 a
CM 20.00 a 20.00 b 20.00 b 670.00 c
L8 37.00 a 27.00 b 22.00 b 977.00 bc
L7 22.00 a 81.00 a 84.00 a 2087.00 ab
L4 34.00 a 23.00 b 25.00 b 906.50 ¢
L3 32.00 a 92.00 a 93.00 a 242950 a
L2 32.00 a 22.00 b 20.00 b 832.00 ¢
e L1 32.00 a 23.00 b 2400 b 877.00 ¢
o
7*8 (“YOLI”) 29.00 a 21.00 b 2100 b 79150 ¢
3*4 (*JHOS”) 30.00 a 84.00 a 93.00 a 228750 a
3*8 (“CLARIS”) 4133 a 100.00 a 100.00 a 2704.67 a
1*3 (“DALI") 31.00 a 21.00 b 20.00 b 806.00 ¢
1*2 (“MARUCA”") 29.00 a 21.00 b 20.00 b 784.00 c
Grajales ST 36.00 a 30.00 b 2400 b 1026.00 bc
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Cuadro 11 Continuacioén ...

CM 22.00 a 18.00 a 20.00 a 662.00 b

L8 69.00 a 58.00 a 47.00 a 198150 a

L7 30.00 a 20.00 a 20.00 a 780.00 b

L4 49.00 a 40.00 a 25.00 a 1326.50 ab

L3 19.00 a 20.00 a 20.00 a 659.00 b

L2 37.00 a 25.00 a 21.00 a 939.50 ab

Rs L1 27.00 a 28.00 a 31.00 a 94950 ab

7*8 (“YOLI”) 48.00 a 32.00 a 23.00 a 1180.50 ab

3*4 (*JHOS”) 17.00 a 21.00 a 22.00 a 667.00 b

3*8 (“CLARIS”) 57.00 a 45.00 a 40.00 a 1602.00 ab

1*3 (“DALI") 26.00 a 27.00 a 24,00 a 871.00 ab

1*2 (“MARUCA”) 33.00 a 34.00 a 28.00 a 1083.00 ab

Grajales ST 43.00 a 28.00 a 21.00 a 1050.50 ab
DMSH 52.35 44.53 36.08 1138.53

*Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P < 0.05); CM: Criollo Morelos;Pc:
Phytophthora capsici; Fo: Fusarium oxysporum; Rs: Rhizoctonia solani; ABCPE: Area Bajo la Curva del
Progreso de la Enfermedad.

Genes de resistencia

El iniciador OpD04.717 indica la region del gen de resistencia Phyto 5.2
contra el patégeno Phytophthora capsici, el cual muestra una banda de 717
pb aproximadamente (Quirin et al.,1998), dicha banda solo se puede apreciar
en los chiles: habanero y Criollo Morelos-344 (Figura 21, ANEXO 2), este
resultado concuerda con lo observado en los Cuadros 9 y 11, en donde se
muestra que este patdogeno fue el mas severo, y tuvo la capacidad de matar
a los genotipos de chile Manzano, donde el Criollo Morelos fue el Unico
sobreviviente. Castro et al. (2012) mencionan que Phytophthora capsici es el

hongo mas letal en cultivares del género Capsicum y que sélo la accesién
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conocida como Criollo Morelos es el Unico chile que ha presentado

resistencia hacia este patégeno.

Los marcadores At2, los cuales se encuentran asociados al alelo |, (responsable de
conferir la resistencia a Fusarium oxysporum (Raza 0 y 1) muestra una region génica de
130 pb aproximadamente (Arens et al., 2010). Como se puede observar en la Figura 22
(ANEXO 2), tanto hibridos y lineas progenitoras de chile Manzano presentan esta
banda, sin embargo en el Cuadro 9 a F. oxysporum se le catalogd como
moderadamente agresivo, por otra parte en el Cuadro 11 se mostré que la severidad
disminuye a través del tiempo en algunos genotipos (“YOLI”, “DALI”, “MARUCA”, L8,
L4, L2 y L1); a pesar de que los hibridos “JHOS” y “CLARIS” y los progenitores L7 y L3
presentan la banda, la cantidad de enfermedad acumulada (ABCPE) es
estadisticamente mayor con respecto a “YOLI”, “DALI”, “MARUCA”, L8, L4, L2 y L1; y
su comportamiento durante la evaluacion de patogenicidad los catalogd como

susceptibles.
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1.4. CONCLUSIONES
Los hibridos y progenitores de chile Manzano, no obtuvieron el gen Phyto 5.2 y

mostraron susceptibilidad a Phytophthora capsici.

Todos los genotipos de chile Manzano mostraron tener el gen |; y los hibridos “YOLI”,
“‘DALI” Y “MARUCA” presentaron resistencia al ataque de F. oxysporum, en contraste

“CLARIS” Y “JHOS” que fueron susceptibles.

Todos los hibridos y progenitores de chile Manzano presentaron resistencia a R. solani.
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2. DISCUSION GENERAL

Pruebas de patogenicidad

La agresividad mostrada hacia los genotipos de chile Manzano por los virus, muestra
una elevada variabilidad en la incidencia y severidad. De acuerdo con el Area Bajo la
Curva del Progreso de la Enfermedad, la agresividad de los virus fitopatdgenos se
puede clasificar en tres grupos: 1) altamente agresivos (PMMoV), 2) moderadamente
agresivos (PVY, CMV, TMV) y 3) ligeramente agresivos (TEV y TSWV). Esta
agrupacion difiere un poco con los reportes de Robles (2010) en donde menciona que
cada uno de estos virus provoca dafios y pérdidas del 60 al 100% en diferentes
cultivares de Capsicum annuum. Debido a la agrupacion mostrada se puede considerar
que los genotipos de chiles en la interaccion de PMMoV son susceptibles; a la
interaccién con PVY, CMV, TMV resultan ser tolerantes y en la interaccion con TEV y

TSWYV son resistentes.

No obstante, existen algunas particularidades en diferentes interacciones como: “DALI”,
junto con uno de sus progenitores (L1) los cuales presentaron una ABCPE y también
fueron negativos a la presencia de este virus en la prueba de ELISA, por lo que se

catalogan como resistentes a TMV.

Para la interaccion con el virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV),
sobresalen los hibridos “DALI” y “MARUCA” ya que su ABCPE es inferior a la de los
demas hibridos (“YOLI”, “CLARIS” y “JHOS”); “DALI” y “MARUCA”, junto con los
progenitores L8, L7, L4, L2 y L1 son resistentes a la enfermedad provocada por el
TSWV, mientras que “YOLI”, “JHOS”, “CLARIS” y el progenitor L3 resultan ser

tolerantes.

49



La agresividad mostrada por los tres hongos, segun sus ABCPE muestra tres
agrupaciones: 1) altamente agresivos (Phytophthora capsici), 2) moderadamente

agresivo (Fusarium oxysporum) y 3) ligeramente agresivo (Rhizoctonia solani).

Phytophthora capsici fue altamente agresivo en los genotipos de chile Manzano, fue la
mas rapida en alcanzar un alto nivel de enfermedad, e incluso tuvo la capacidad de
provocar la muerte de dichos genotipos. Probablemente se deba a que el gen de
Avirulencia de P. capsici, no es reconocido por los genotipos de chile Manzano lo que

conlleva a la susceptibilidad (Madriz, 2002).

La severidad de Fusarium oxysporum aumenta de manera paulatina debido a las
barreras que debe superar al momento de colonizar la raiz de la planta. “YOLI”, “DALI”
y “MARUCA” junto con los progenitores L8, L4, L2 y L1, presentaron una reduccion de
dafo, catalogandoseles como resistentes. Este efecto de disminucion tal vez fue
provocado porque la invasion de Fusarium al tejido vascular (Nelson, 1990) fue
detenida por la obstruccion de este mismo sistema a través de geles (Garcés et al.,

2001; Gonzalez et al., 2012).

Para el caso de Rhizoctonia solani la mayoria de los genotipos presentaron una
disminucién en el porcentaje de dafio causado, probablemente se debe a que los
signos de esta enfermedad se localizan en la unién de la raiz principal con las raices
secundarias, dicha situacion pudiese provocar el estimulo de producir nuevas raices

como accion de defensa (Veladzquez et al., 2001).
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Genes de resistencia

Los iniciadores con clave CSO amplifican para el alelo Pvr4 y se considera que confiere
resistencia para todos los patotipos del Virus Y de la Papa; este iniciador muestra una
banda de 458 pb aproximadamente (Caranta et al., 1999). Dicha banda se encuentra
presente en las lineas progenitoras (L8, L7, L4, L3, L2 y L1) y en los cinco hibridos
estudiados de chile Manzano (“MARUCA”, “JHOS”, “DALI", “CLARIS” y “YOLI”) por lo

gue se consideran genotipos tolerantes al ataque de PVY.

El alelo responsable de la resistencia al virus de la marchitez manchada del tomate es
conocido como Tsw, para este alelo se utilizaron cuatro iniciadores: OPAC10, OPAH13,
OPAF16 y OPBO01, y presentaron una banda de aproximadamente 593, 800, 250 y 750
pb, respectivamente. El iniciador SCAC568 presenta una banda de 568pb
aproximadamente, con un comportamiento codominante (Moury et al., 2000).En los
genotipos de chile Manzano soOlo se presentan las bandas reportadas con los
iniciadores: OPAC 10, OPAF 13 y SCAC 568. Sin embargo, el hibrido “CLARIS”
(L3XL8) no muestra la banda correspondiente de OPAC10; el cual esta directamente
asociado al gen Tsw (Moury et al.,, 2000). Aunque “YOLI” y “JHOS” presentaron las
bandas de los marcadores de gen de resistencia, cuentan con la presencia de TSWV
positiva y fueron los que mayor cantidad de enfermedad acumularon. Este efecto puede
ser explicado por una lenta respuesta del gen de resistencia o una inhibicién de éste

(Madriz, 2002).

Los genes que confieren resistencia al virus mosaico de tomate (ToMV) son conocidas
como Tm-1, Tm-2 y Tm-22 (Ohmori et al., 1996). Tanto en los hibridos (“MARUCA”,

“JHOS”, “DALI", “CLARIS” y “YOLI”) como en las lineas progenitoras (L8, L7, L4, L3, L2
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y L1) de chile Manzano no se encontré banda de resistencia (1400 pb) para el gen Tm-
1. Pero si presentan una banda de resistencia para el alelo Tm-22 (214pb) y una de
susceptibilidad para Tm-2 y debido a que este par de alelos tienen una relacion
codominante, es de esperarse que el virus en la planta provoque sintomas tipicos de
una enfermedad virica (prueba no realizada), sin que éstos lleguen a afectar en gran
medida a los genotipos de chile Manzano. Por otra parte debido a la asociacidon que
existe entre el ToMV y TMV, cabe la posibilidad de que los genes encargados de

conferir la resistencia a ToMV sirven en contra de TMV (Lanfermeijer et al., 2003).

Para el caso del virus moteado suave del chile (PMMoV) se tiene un registro de un gen
responsable de la resistencia hacia este virus, el cual fue identificado como L2 (Tsuda et
al., 1998). Este iniciador muestra una banda con 717 pb, la cual no se encontré en

ningun genotipo de chile evaluado, por lo que son susceptibles a este virus.

El iniciador OpD04.717 indica la region del gen de resistencia (Phyto 5.2) contra el
patdogeno Phytophthora capsici, el cual muestra una banda de 717 pb aproximadamente

(Quirin et al., 1998), dicha banda resulta ausente en los genotipos de chile Manzano.

Los marcadores At2, los cuales se encuentran asociados a la resistencia a Fusarium
oxysporum (Raza 0 y 1), los cuales muestran una banda de 130 pb aproximadamente
(Arens et al., 2010), dicha banda esta presente tanto en hibridos (“MARUCA”, “JHOS”,
“‘DALI”, “CLARIS” y “YOLI”) y lineas progenitoras (L8, L7, L4, L3, L2 y L1) de chile

Manzano.
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3. CONCLUSIONES GENERALES
El hibrido “DALI” y la linea progenitora L1 presentaron resistencia a la enfermedad
provocada por TMV; mientras que los hibridos “MARUCA”, “*JHOS”, “CLARIS” y “YOLI”

asi como las lineas progenitoras (L2, L3, L4, L7 y L8) presentaron tolerancia.

Los hibridos “DALI” Y “MARUCA” y los progenitores L1, L2, L4, L7 y L8 son resistentes

a TSWV, y los demas genotipos (‘JHOS”, “CLARIS™YOLI” y L3) presentaron tolerancia.

Los hibridos “MARUCA”, “DALI", “*JHOS”, “YOLI” y “CLARIS”, junto con sus lineas
progenitoras L2, L3, L4, L7 Y L8 de chile Manzano son resistentes a TEV; y tolerantes a

PVY y CMV. Pero susceptibles a la enfermedad causada por el PMMoV.

Los cinco hibridos de chile Manzano evaluados (“MARUCA”, “DALI", “JHOS”, “CLARIS”
y “YOLI”) y las lineas progenitoras (L1, L2, L3, L4, L7 Y L8), presentaron bandas de
resistencia para PVY, TSWV y TMoV; en el caso del PMMoV no se presentd banda

alguna.

Los hibridos y progenitores de chile Manzano, no obtuvieron el gen Phyto 5.2 y

mostraron susceptibilidad a Phytophthora capsici.

Todos los genotipos de chile Manzano mostraron tener el gen |; y los hibridos “YOLI”,
“‘DALI" Y “MARUCA” presentaron resistencia al ataque de F. oxysporum, en contraste

“‘CLARIS” Y “JHOS” que fueron susceptibles.

Todos los hibridos y progenitores de chile Manzano presentaron resistencia a R. solani.
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5. ANEXO 1

AN 4

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
0-3% 36% 6-12% 12-25%

Clase 5 Clase 6 Clase 7
25-50% 52-75% 75-87%

Figura 2. Escala visual de sintomas causados por PVY en chile Manzano.
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Clase 2 Clase 3
3-6% 6-12%

Clase 1
0-3%

Clase 4 Clase 5 Clase 6
12-25% 25-50% 52-75%

Figura 3. Escala visual de sintomas causadospor CMV en chile Manzano.
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Figura 4. Escala visual de sintomas causadospor TMV en chile Manzano.
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Clase 6

Figura 5.Escala visual de sintomas causadospor PMMoV en chile Manzano.
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Clase 1 Clase 2
0-3% 3-6%

Clase 4
12-25%

Figura 6. Escala visual de sintomas causadospor TEV en chile Manzano.
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Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
0-3% 3-6% 6-12% 12-25%

Clase 5 Clase 6 Clase 7
25-50% 52-75% 75-87%

Figura 7. Escala visual de dafio mostrando porcentaje de sintomas causados por TSWV en chile Manzano.
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Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5 Clase 6
0% 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

Figura 8. Escala visual de sintomas causados por Phytophthora capsici en chile
Manzano representado por una marchitez

il

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5 Clase 6
0% 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

Figura9. Escala visual de sintomas causados por Rhizoctonia solani en chile Manzano
representado por una marchitez.
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Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
0% 20 % 40 % 60 % 80 %

Figura 10. Escala visual de sintomas causados por Fusarium oxysporum en chile
Manzano representado por una marchitez.
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6. ANEXO 2

M 42053 4 B 6T 80 9110011 12 13 14.15 M

Figura 11. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador CSO. Flecha indica la
banda amplificada de importancia (458 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:

CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 12. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPAC10. Flecha indica la
banda amplificada de importancia (593 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 13. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPAH13. Flecha indica la
banda amplificada de importancia (800 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 14. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPAF16. Flecha indica la
banda amplificada de importancia (250 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 15. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OPBOL1. Flecha indica la
banda amplificada de importancia (750 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI”), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 16. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador SCAC. Flecha indica la
banda amplificada de importancia (750 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI”), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.

M123 4567890112131

1 kb

Figura 17. Electroforesis de gel de agarosa para los iniciadores SNF 20 y TMV-2262.
Flechas indican las bandas amplificadas de importancia (417 y 214 pb). 1: L8, 2: L7, 3:
L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8 (“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“*JHOS”), 10: 1x3
(“DALI”), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12: CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14:
Pimiento “YOLO WONDER?” (S), 15: Cuauhtémoc, 16: Espartaco, 17: Moctezuma, 18:
Aquiles, 19: Mermaid, 20: El Cid, T21: BLANCO.
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Figura 18. Electroforesis de gel de agarosa para los iniciadores TM22-SNP 2494. Banda
no encontrada. 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8 (“YOLI”), 8: 3x8
(“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12: CM-334 (R),
13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15: Cuauhtémoc, 16:
Espartaco, 17: Moctezuma, 18: Aquiles, 19: Mermaid, 20: El Cid, T21: BLANCO.
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Figura 19. Electroforesis de gel de agarosa para los iniciadores TM2-748. Flechas
indican las bandas amplificadas de importancia (509 y 382 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3,
5: L2, 6: L1, 7: 7X8 (“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11:
1x2 (“MARUCA”), 12: CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO
WONDER” (S), 15: Cuauhtémoc, 16: Espartaco, 17: Moctezuma, 18: Aquiles, 19:
Mermaid, 20: El Cid, T21: BLANCO.

72



4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M=

Figura 20. Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador PMMoV-J. Flecha indica la
posicion de la banda esperada (500 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4. L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 21.Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador OpD04.717.Flecha indica la
banda amplificada de importancia (717 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (‘JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
BLANCO.
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Figura 22.Electroforesis de gel de agarosa para el iniciador At2. Flecha indica la banda
amplificada de importancia (130 pb). 1: L8, 2: L7, 3: L4, 4: L3, 5: L2, 6: L1, 7: 7X8
(“YOLI”), 8: 3x8 (“CLARIS”), 9: 3x4 (“JHOS”), 10: 1x3 (“DALI"), 11: 1x2 (“MARUCA”), 12:
CM-334 (R), 13: Capsicum chinense (R), 14: Pimiento “YOLO WONDER” (S), 15:
Cuauhtémoc, 16: Espartaco, 17: Moctezuma, 18: Aquiles, 19: Mermaid, 20: El Cid, T21:

BLANCO.
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