Rev. INtRopica | ISSN 1794-161X | 6 | 33-39 | Santa Marta, Cotomsia, Diciemsre De 2011

MEJORAMIENTO EN Capsicum AL VIRUS DEL MOSAICO DEFORMANTE
DEL PIMENTON (PEPDMV)

IMPROVED OF Capsicum TO “DEFORMING PEPPER MOSAIC VIRUS” (PEPDMV)

Catherine Pardey R. y Mario Augusto Garcia

RESUMEN

En busca de lineas con resistencia al virus del mosaico deformante del pimentén (PepDMV), se desarrollaron cruzamientos
entre accesiones resistentes a PepDMV con tres variedades comerciales de aji (Cayenne, Tabasco y Habanero). Se produjeron
36 hibridos F1, que se autopolinizaron para obtener semilla F2; la cual se sembrd bajo condiciones de invernadero y se inoculd
mecanicamente con extractos del virus mantenido sobre plantas de Nicotiana benthamiana. Los resultados mostraron plantas
resistentes que se llevaron hasta F4. Las lineas F4 no expresaron sintomas de virus, poseen valores fluctuantes a los contenidos

de capsaicina, los formatos de fruto fueron variables al igual que los rendimientos.

PALABRAS CLAVE: Aji, Capsicum, resistencia, virus
ABSTRACT

In order to incorporate resistance to deforming pepper mosaic virus (PepDMV) in three commercial varieties of Cayenne,
Habanero and Tabasco peppers, several crosses were made with PepDMV- resistant pepper lines selected under artificial and
field conditions. A total of 36 F1 hybrids obtained from these crosses were self pollinated to produce F2 seed. The F2 plants
were planted under greenhouse conditions for mechanically inoculation with the virus. The virus-resistant plants selected
in these tests were advanced until the F4 generation. The selected resistant lines have variable levels of capsaicin, and yield

potential, but some lines possess commercial fruit types.
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INTRODUCCION

El género Capsicum incluye los pimentones y ajfs,
especies de importancia econdmica para Colombia y
el mundo. Los frutos se consumen directamente o se
utilizan como medicamentos, colorantes y oleorresinas.
El programa de “Mejoramiento de Hortalizas” de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira se
interesd en éste cuando en 1987 inicié colectas del
género y empez0 a desarrollar varios estudios, los cuales
inician con la caracterizacién morfoldgica, agronémica,
molecular y de cruzabilidad (Mufoz, 2002; Pardey et
al., 2006a, 2006b; Garcia, 2007; Palacios, 2008; Pardey
et al., 2008). En el ano 2004 se inician los estudios
de mejoramiento genético enfocados a virus (Pardey

et al., 2009 y Pardey y Garcia, 2009). Los resultados
evidencian la problemdtica que se tiene con los virus
en el departamento del Valle del Cauca, se identifica al
virus del mosaico deformante del pimentén (PepDMV)
como uno de los presentes en los lotes comerciales de
aji y pimentén (Morales et al., 2005; Pardey et al., 2009
y Pardey y Garcia, 2009). El PepDMV pertenece al grupo
de los Potyvirus [Fam. Potiviridae género Potivirus]
(Martinez et al., 2001; Diaz et al., 2010).

La evaluacion de resistencia a PepDMV en la coleccion
de trabajo de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Palmira mostré introducciones resistentes al virus
cuando son inoculadas bajo condiciones de invernadero
y se reportaron trece accesiones en las cuales hubo
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especies de C. annuun, C. frutescens, C. chinense y C.
baccatum (Pardey et al., 2010). Los estudios de herencia
de laresistencia a PepDMV realizado por Pardey y Garcia
(2009) en las especies de C. annuum, C. frutescens,
C. chinense siguiendo el método del retrocruzamiento
en el cual se descompone la varianza genética en tres
componentes: aditiva, dominancia y epistatica (Vallejo
y Estrada, 2002), mostraron que el modelo aditivo-
dominancia explica la resistencia en los hibridos
formados entre materiales resistentes y susceptibles. Los
genes con accion heredable transmiten a la descendencia
el efecto de resistencia y la ganancia de la resistencia
viral se da por la presencia de parentales resistentes.

Para avanzar en el uso de los resultados hasta ahora
alcanzados en el virus del Mosaico de deformante del
pimentdn PepDMYV, se pretende incorporar la resistencia

de PepDMV a materiales comerciales de aji y pimentén
para dar inicio al Programa de Mejoramiento a Virus en
Capsicum en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizd en el invernadero del Programa
de Virologia del Centro Internacional de Agricultura
Tropical CIAT en la ciudad de Palmira en Colombia, con
el fin de dar continuidad al trabajo previo de Pardey
(2010) sobre la evaluacién de resistencia a PepDMV
en 235 accesiones de la coleccién de germoplasma
de Capsicum de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Palmira, en el cual se identificaron 13 accesiones
resistentes al Virus del Mosaico deformante del
pimentdn (Tabla 1).

Tabla 1. Introducciones que no mostraron sintomas a PepDMV ni reaccién positiva por la técnica de ELISA y RT-PCR.

Introduccién Especie Incidencia Mosaico Deformacién Enanismo Serologia

13 C. annuum - 0/5 1 1 1 )

24 C. chinense - 0/6 1 1 1 ()

26 C. baccatum - 0/6 1 1 1 ()

66 C. annuum + 2/9 3 2 1 ¢

70 C. frutescens - 0/6 1 1 1 )
9ly C. annuum + 5/7 3 2 1 )
139y C. annuum + 1/7 3 2 1 ¢
232¢cy C. frutescens + 3/4 3 2 2 ¢
332ay C. frutescens + 8/9 3 3 1 )
293by C. frutescens - 0/1 1 1 1 )
631 C. chinense - 0/4 1 1 1 ()
692 C. frutescens + 3/5 1 1 1 ¢
Serrano C. annuum - 0/9 1 1 1 ()
Habanero C. chinense + 6/6 5 5 1 (+)
Tabasco C. frutescens + 10/ 10 3 3 1 (+)
Cayenne C. annuum + 8/9 3 3 1 G

Tomada de Pardey et al., 2010

Realizacion de cruzamientos

Una vez verificado que las plantas de las 13 accesiones
no tenian presencia del virus se dejaron llegar hasta la
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floracion, para dar inicio al proceso de cruzamientos
entre plantas resistentes a PepDMV y las variedades
comerciales de aji denominadas en el mercado como
Cayenne, Tabasco y Habanero (Figura 1, 2 y 3).
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Figura 1: Planta F2 del grupo Cayenne: 91y x 958 con resistencia
a PepDMV

Figura 2: Planta F2 del grupo Tabasco: 692 x 957 con resistencia
a PepDMV

Figura 3: Planta F2 del grupo Habanero: 959 x 26 con resistencia
a PepDMV

Los cruzamientos se realizaron manualmente,
emasculando la planta que serfan madre y trayendo
polen de la planta que seria padre. Los cruzamientos
se realizaron en ambos sentidos, las plantas resistentes
trabajaron como madre y como padre y se identificaron
con membretes. La recoleccién de los frutos se hizo
manualmente, cosechando tnicamente los frutos
marcados. La cosecha de la F1 se hizo de forma
individual, la semilla se lavd y se secé al aire libre y se
almacend en neveras en bolsas de papel debidamente
identificadas como semilla F1, que significa los
individuos de la primera generacion entre parentales
contrastantes a la caracteristica en estudio.

La semilla F1 se sembrd nuevamente en el invernadero
de Virologia del CIAT bajo condiciones controladas de
humedad, temperatura y libre de insectos. De cada fruto
se sembraron 10 semillas en un surco debidamente
identificado y cuando las plantas tuvieron 15 dias de
emergidas se inocularon a PepDMV. Las plantas de 30
dias de edad se trasplantaron a materos y se pasaron a
otro invernadero de vidrio que garantizara las mismas
condiciones de temperatura, humedad, limpieza y
sanidad. Las evaluaciones iniciales se realizaron en
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forma visual, elimindndose las plantas con sintomas
tipicos del virus. Las plantas asintomadticas se analizaron
por prueba serolégica PTA ELISA, para verificar la
ausencia de PepDMV. Para la prueba inmuno enzimatica
PTA ELISA (Plate trapped antigen enzyme linked
immunosorbent assay, por sus siglas en ingles) en su
modalidad indirecta se usé un anticuerpo monoclonal
comercial especifico para potyvirus (AGDIA, inc. Elkhart
IN USA). El protocolo seguido fue el establecido por
el fabricante de AGDIA. Los resultados se registraron
mediante la medicién de la absorbancia a 405 nm,
la lectura se hizo a los 30 minutos y 60 minutos y
se consideraron muestras positivas a aquellas que
duplicaran la media del control negativo.

El inoculo viral utilizado provino del mismo Laboratorio
de Virologia del CIAT, el cual se mantuvo sobre plantas
de Nicothiana benthamiana. La inoculacién en las
plantas se hizo manualmente. Se tomaron muestras de
hojas de Nicothiana y se maceraron en un mortero en
agua. Una gasa se humedecié con el extracto obtenido
de la maceracién y se frotaron las primeras hojas de
las plantas de 10 dias de emergidas. La inoculacién se
repitié a los 7 dias siguientes y a los 30 dias cuando
salen las hojas verdaderas, se inicid la evaluacién visual.
Las plantas enfermas se eliminaron y se dejaron las
plantas asintomadticas para ser evaluadas con la técnica
seroldgica PTA-ELISA. Las plantas libres de virus se
trasplantaron a vasos pldsticos de 8 onzas para que
alcanzaran Ia floracién y la fructificacion.

Nuevamente se evalud la resistencia a PepDMV en las
plantas F2 bajo las mismas condiciones de la F1. El
trasplante a vaso de las plantas sanas, diagnosticadas
por la prueba serolégica se hizo para obtener la
semilla F3. La semilla F3 fue entregada al programa de
mejoramiento a Capsicum de la Universidad Nacional
de Colombia Sede Palmira.

Trasmision de virus por semilla

Para verificar si el virus se trasmitia por semilla, se
tomaron semillas de plantas enfermas de la variedad
Cayenne y otros frutos F2 de varios cruzamientos con
sintomas virales y con reaccién positiva a PepDMV
por la prueba seroldgica. Las semillas se sembraron en
materos plasticos de 10 cm de alto, aproximadamente
5 semillas para ralear y dejar una planta por matero. La
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capacidad de las jaulas fue de 10 materos, construidas
con maya blanca de Im x 1m x 1m libre de insectos.
Las plantas se introdujeron y fueron evaluadas a
PepDMYV hasta la etapa de fructificacion. Las semillas
procedentes fueron inoculadas a PepDMV y evaluadas.
Los ensayos se repitieron dos veces en los invernaderos
del laboratorio de virologia del CIAT.

RESULTADOS
Evaluacion de cruzamientos a PepDMV

Los cruzamientos realizados entre las 13 introducciones
resistentes con las variedades comerciales de Colombia y
conocidas como aji Tabasco, aji Cayenne y aji Habanero
produjeron 61 cruzamientos o hibridos F1 (Tabla 2). Los
cruzamientos obtenidos se dividieron tedricamente en
tres grupos; el grupo Tabasco donde se formaron 20
cruzamientos, hace referencia a los cruces directos y
reciprocos donde uno de los parentales fue la variedad
Tabasco. Asi mismo, el grupo Cayenne presentd 22
cruzamientos y el grupo Habanero 19.

De 61 cruzamientos formados solo en el cruce entre 66 X
Habanero no se formd semilla. La introduccién 66 posee
un formato tipo jalapefio agrupado entre la especie C.
annuum y el habanero de la especie C. chinense.

La evaluacion de la semilla F1 mostrd susceptibilidad, de
60 cruzamientos evaluados 26 mostraron susceptibilidad
a PepDMV. Los tres grupos presentaron cruzamientos
susceptibles. Del grupo Tabasco, 8 cruzamientos
mostraron susceptibilidad, de Cayenne 12 cruzamientos
y de Habanero 6 cruzamientos. Esto demuestra que no
siempre que se tenga una linea resistente a PepDMV y
se cruce con una linea susceptible, el hibrido F1 saldra
resistente. Es posible que los genes que la planta posea
no expresen resistencia en estado heterocigoto. En las
plantas resistentes F1 que alcanzaron fructificacién,
se encontraron plantas F2 resistentes y asi mismo se
encontraron plantas F3 resistentes (Tabla 2). La semilla
F3 se almacend y se entregd para su posterior uso en el
Programa de Mejoramiento a Capsicum.

La conservacion de la resistencia en plantas F2 mostré
que los genes de resistencia deben expresarse para
garantizar la resistencia a la siguiente generacion.



C. Parpey R. vy M.A. Garcia

Tabla 2. Avance generacional de cruzamientos con resistencia a PepDMV entre introducciones resistentes y variedades comerciales.

TABASCO CAYENNE HABANERO
Parental Parental F1 F2 F3 Parental Parental  F1 F2 F3 Parental Parental F1 F2 F3
fruto planta planta fruto planta planta fruto planta planta
Tabasco 13 29 Cayenne X 13 15 7 111 | Habanero x 13 4
13 Tabasco 3 13 x Cayenne 17 10 102 | Habanero x 24 37 6 10
Tabasco 24 51 7 33 Cayenne  x 24 1 4 24 x  Habanero 25 7 27
24 Tabasco 2 2 14 24 x Cayenne 10 Habanero  x 26 7 1 4
Tabasco 26 42 Cayenne  x 26 9 26 X  Habanero 2 4
26 Tabasco 7 1 2 26 x Cayenne 2 1 1 Habanero  x 66 2
Tabasco 70 47 6 53 Cayenne  x 66 10 1 21 66 X  Habanero 0
70 Tabasco 21 4 36 Cayenne  x 70 12 38 Habanero x 70 20 5 8
Tabasco 91y 25 70 x Cayenne 35 70 x  Habanero 20 5 25
Tabasco 139y 9 Cayenne  x 9ly 16 5 16 | Habanero x 91y 2
Tabasco 232cy ? 91y x  Cayenne 5 8 44 91y X Habanero 1 1
Tabasco 293by 19 4+4 4 Cayenne  x 139y 1 Habanero  x 293by 1 1 10
293by Tabasco 8 6 64 139y x Cayenne 3 16 293by X  Habanero 2 1 8
332ay Tabasco 3 4 144 Cayenne  x  293by ? Habanero  x 631 1
Tabasco 631 28 7 15 293by x  Cayenne 1 8 631 X  Habanero 23 4 69
631 Tabasco 6 5 43 Cayenne X 631 6 Habanero x 692
Tabasco 692 19 6 51 631 x  Cayenne 3 5 3 692 x  Habanero 1 4 8
692 Tabasco 5 4 54 Cayenne  x 692 1 Habanero x Serrano 7
Tabasco Serrano ? 692 x  Cayenne 1 3 Serrano  x  Habanero 6 2 20
Serrano Tabasco ? Cayenne X  Serrano 12 6 208
Serrano x  Cayenne ? 7 96
Cayenne Caygnne 4
susc resist

Tomado de Pardey, 2008

Trasmision de virus por semilla

La transmisién por semilla del virus no se hizo
evidente. La semilla procedente de plantas enfermas
no enfermo la planta que emergia de ella, de modo
que las evaluaciones se llevaron hasta que las plantas
fructificaron nuevamente, y aun asi la planta no
mostré sintomas virales ni reacciéon positiva a la
prueba seroldgica. La semilla obtenida de estas plantas
susceptibles pero sanas bajo condiciones de invernadero
y vueltas a inocular mostraron susceptibilidad. Lo que
evidencié que los genes de susceptibilidad se expresan
bajo las condiciones de presencia del virus.

DISCUSION

Dentro de los tres grupos armados: Tabasco, Cayenne
y Habanero se distinguen cruzamientos intergenéricos
donde se observd produccién de semilla. Aqui se
demuestra lo dicho por Garcia (2007) quien afirma

que las tres especies de C. annuum, C. frutescens y C.
chinense son una misma especie y que estdn en via
de diferenciaciéon como se encontrd en el cruce de la
introduccién 66 y Habanero donde no se obtuvo semilla.

La evaluacién de la semilla F1 dentro de los tres grupos
presentd plantas resistentes y susceptibles. Capsicum
€s una especie que tiene polinizacién cruzada natural;
los insectos y la exposicion del estigma a sobresalir
“longistila” favorece el intercambio de polen entre
plantas adyacentes. La cleistogamia también se
hace presente en este género. La conservacién de la
resistencia en plantas F2 evidencia lo dicho por Pardey
(2010) en torno a que los efectos aditivos predominan
sobre los de dominancia. Se han encontrado varios
genes de resistencia a potyvirus en C. annuum (Kang
et al., 2005; 2007).

Nuez et al. (2003) reporta que la resistencia a PVY, el
cual pertenece al grupo de los potyvirus, es hallada en
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Capsicum annuum donde las variedades resistentes
expresan frutos poco picantes y el formato es cdnico,
afirman los autores que estas variedades son empleadas
como parentales para las nuevas variedades usadas
en Estados Unidos y el Brasil. En C. frutescens y en C.
chinense a la cual pertenece las variedades Tabasco
y Habanero se han encontrado también materiales
resistentes a potyvirus. La variedad Serrano también
reporta resistencia viral, esto también fue evidente
con la variedad comercial UNAPAL Serrano que liberé
la Universidad Nacional de Colombia la cual mostré
resistencia a PepDMV.

Greenleaf (1956), identificé en C. chinense el gen
recesivo pvrl que confiere amplio espectro de resistencia
recesiva a varios potyvirus tales como virus Y de la
papa (PVY) patotipos 0, 1y 2, virus moteado del pepper
(PepMoV) y la mayoria de las cadenas del virus jaspeado
del tabaco (TEV). El gen es ampliamente utilizado
por los programas de mejoramiento para introducir
resistencia a virus. Hoy en dia se sabe que el gen posee
alelos con estrecha resistencia a virus denominados
pur2l, pur 22y pur 23. El gen codifica para la proteina
eLF4E, un homologo del factor de iniciacién de la
traduccién que esta implicada en la replicaciéon del
virus. Los mutantes de la proteina acttian inhibiendo
la traduccidn del virus (Kang et al., 2005). Actualmente
el gen purlse introdujo a plantas de tomate confiriendo
resistencia dominante a potyvirus siendo la transgénesis
una alternativa rdpida y efectiva para la resistencia a
virus (Kang et al., 2005). Sin embargo, las resistencias
halladas en estas accesiones deben ser probadas a otros
potyvirus o virus de ARN como CMV y TMV, ya que hay
evidencias que la resistencia de los potyvirus se puede
extender a otros virus de RNA y las rutas metabdlicas
que siguen los genes de resistencia son comunes entre
los potyvirus (Kang et al., 2007).

La entrega de diferentes lineas F3 con resistencia a
PepDMV ofrece la oportunidad de liberar posteriormente
variedades de pimentén y aji buscando el formato
comercial y el grado de picor que la industria exija y
los mejores rendimientos para el agricultor. Nuez et al.,
2003 reporta que Von Der Pahlen (1973) encontraron
plantas en F2 y F3 resistentes a potyvrus cuando cruzo
plantas susceptibles y resistentes afirmando que la
resistencia obtenida puede ser por la aditividad de genes,
considerando que la resistencia puede ser oligogenica.

La transmisién de PepDMYV por semilla no se evidencié
en este ensayo y se encontré que la transmisién por

semilla de PepDMV no se da en el Género Capsicum. Las
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plantas con genes de susceptibilidad si son susceptibles
al virus, de modo que si se halla un inoculo cercano de
esta especie de potyvus a las plantas de aji o pimentdn,
estas plantas expresaran sintomas virales a temprana
edad.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron 36 lineas de Capsicum con resistencia a
PepDMV. Cruzamientos entre genotipos resistentes a
PepDMV vy las especies comerciales de C. annuum, C.
frutescens y C. chinense producen lineas resistentes a
PepDMV.EIl virus del mosaico deformante del pimentdén
PepDMV no se transmite por semilla.
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