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RESUMEN. Capsicum annuum es una especie de importancia agricola y biotecnoldgica; sin embargo, su recalcitrancia ha limitado
los procesos de transformacion genética y agroinoculacion mediada por Agrobacterium tumefaciens. El objetivo de este estudio fue
evaluar la respuesta de 29 accesiones de C. annuum, con distintos niveles de domesticacion (silvestres, semisilvestres,
semidomesticadas y domesticadas), a la infeccion por A. tumefaciens GV3101. Las plantas fueron inoculadas y evaluadas a los 7, 14,
21, 28 y 35 dias después de la inoculacion (ddi). La severidad de agallamiento se registré mediante una escala visual de 0-3 (0 = Sin
agallas, 3 = agallas diferenciadas), y se estimaron la incidencia de plantas afectadas y el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE). Asimismo, se realizaron reaislamientos bacterianos para confirmar la identidad del agente causal. El analisis
de varianza factorial mostrd un efecto significativo del tiempo sobre la progresion de agallamiento (p < 0.001), pero no se detectaron
diferencias significativas entre accesiones ni entre grupos de domesticacion (p > 0.05). El reaislamiento confirm¢ la presencia de A.
tumefaciens en los tejidos tumorales. En conclusidn, la compatibilidad con A. tumefaciens es relativamente homogénea en C. annuum,
independientemente del grado de domesticacién, lo que indica que la infeccion bacteriana no constituye la principal limitante y
proporciona informacion til para el disefio de protocolos de agroinoculacién de virus fitopatdgenos.

Palabras clave: domesticacidn, recalcitrancia, formacion de agallas, transformacion genética, agroinoculacion.

ABSTRACT. Capsicum annuum is a species of agricultural and biotechnological importance; however, its recalcitrance has limited
the processes of genetic transformation and agroinoculation mediated by Agrobacterium tumefaciens. The objective of this study was
to characterize the response of 29 accessions of C. annuum, with different levels of domestication (wild, semi-wild, semi-domesticated
and domesticated), to A. tumefaciens GV3101 infection. The plants were inoculated and evaluated at 7, 14, 21, 28 and 35 days after
inoculation (dai). The severity of galling was recorded using a visual scale of 0-3 (0 = No galls, 3 = differentiated galls), and the
incidence of affected plants and the area under the disease progression curve (AUDPC) were estimated. Bacterial reisolates were
also performed to confirm the identity of the causative agent. The analysis of factorial variance showed a significant effect of time
on the progression of galling (p < 0.001), but no significant differences were detected between accessions or between domestication
groups (p > 0.05). Reisolation confirmed the presence of A. tumefaciens in the tumor tissues. In conclusion, compatibility with A.
tumefaciens is relatively homogeneous in C. annuum, regardless of the degree of domestication, which indicates that bacterial infection
is not the main limitation and provides useful information for the design of agroinoculation protocols for phytopathogenic viruses.
Keywords: domestication, recalcitrance, gall formation, genetic transformation, agroinoculation.
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INTRODUCCION

Capsicum annuum L. es una de las hortalizas de mayor importancia economica y cultural en
México y a nivel mundial, debido a su amplio uso culinario, industrial y nutracéutico (Aguilar-
Rincon et al. 2010, Lopez-Lopez et al. 2016, FAOSTAT 2023). Posee una amplia variabilidad
genética, que incluye accesiones silvestres, semisilvestres y domesticadas, lo que la convierte en
un modelo adecuado para estudiar los procesos de domesticacién y la adaptacion a distintos
sistemas de manejo (Carrizo-Garcia et al. 2016).

C. annuum es una especie considerada como recalcitrante a la transformacion genética mediada
por Agrobacterium tumefaciens. En comparacion con otras solandceas como tomate (Solanum
lycopersicum) o tabaco (Nicotiana tabacum), en las que la transformacion genética se logra con
mayor facilidad, Capsicum no responde de manera eficiente a dicha transformacién (Ochoa-Alejo
y Ramirez-Malagon 2001). Esta recalcitrancia es atribuida a diferencias genotipicas de chile que
afectan la compatibilidad entre la planta y la bacteria y la capacidad de los tejidos para responder
al proceso de infeccion bacteriana. A. tumefaciens transfiere un fragmento de ADN-T desde un
plasmido Ti hacia el genoma de la planta, lo que desencadena una proliferacion celular
descontrolada y la formacion de agallas o tumores (Gelvin 2017). Este mecanismo ha permitido
utilizar a la bacteria como vector bioldgico en estudios de patogénesis, funcion génica vy,
particularmente, en metodologias de agroinoculacion de virus fitopatogenos (Rajam et al. 2021).

Estudios previos muestran que la respuesta de C. annuum a la infeccion de A. tumefaciens varia
entre genotipos, observandose materiales que desarrollan agallas de forma consistente y otros
con baja compatibilidad (Dabauza y Pena 2003, Kumar et al. 2012, Mahto et al. 2018, Rajam et al.
2021). Sin embargo, son escasos los trabajos que evaltian esta respuesta en un gradiente amplio
de domesticacion, aun cuando se ha propuesto que los procesos de domesticacion y
mejoramiento pueden reducir la variabilidad genética y modificar los mecanismos de defensa
frente a patdgenos (Doebley et al. 2006, Meyer y Purugganan 2013).

En este contexto, es importante evaluar si el grado de domesticacién estd asociado con la
compatibilidad frente a A. tumefaciens. Esta informacion es relevante para optimizar
metodologias de agroinoculacion de virus fitopatdgenos, especialmente de los Geminivirus para
la transferencia de su genoma hacia la planta. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
evaluar la respuesta de 29 accesiones de C. annuum con distintos niveles de domesticacion
(silvestres, semisilvestres, semidomesticadas y domesticadas), a la infeccidon por A. tumefaciens
GV3101, con el fin de determinar si la domesticacidon se asocia con diferencias en la
compatibilidad planta—bacteria.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon 29 accesiones de C. annuum con diferentes grados de domesticacion (silvestres,
semisilvestres, semidomesticadas y domesticadas), provenientes del Banco de Germoplasma del
Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autéonoma de Aguascalientes. Las
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accesiones se clasificaron de acuerdo con su sistema de manejo u origen, considerando
materiales cultivados, de traspatio, de programas de mejoramiento y poblaciones silvestres
colectadas o conservadas in situ (Tabla 1).

Tabla 1. Accesiones de chile (Capsicum spp.) con diferente grado de domesticacién
seleccionadas del Banco de Germoplasma de la Universidad Auténoma de Aguascalientes
para la evaluacién de respuesta a la infeccidn con A. tumefaciens GV3101.

No. Accesion Tipooraza Grado de domesticacion Categoria de manejo/origen
1 Acc-2 Pasilla Domesticado Criollo cultivado
2 Acc-5 Guajillo Domesticado Criollo cultivado
3 Acc-6 Guajillo Domesticado Criollo cultivado
4 Acc-12 Puya Domesticado Criollo cultivado
5 Acc-13 Pasilla Domesticado Criollo cultivado
6 Acc-15 Puya Domesticado Criollo cultivado
7 Acc-18 Ancho Domesticado Criollo cultivado
8 Acc-21 Puya Domesticado Criollo cultivado
9 Acc-60 Huacle Domesticado Criollo cultivado
10 Acc-61 Huacle Domesticado Criollo cultivado
11 Acc-62 Huacle Domesticado Criollo cultivado
12 Acc-65 Cascabel Domesticado Criollo cultivado
13 Acc-66 Cora Domesticado Criollo cultivado
14 Acc-113 Bola Domesticado Variedad Mejorada
15 Acc-63 Serrano Semidomesticado Fuente de resistencia
16 Acc-109 Parado Semidomesticado Traspatio
17 Acc-110 Parado Semidomesticado Traspatio
18 Acc-111 Parado Semidomesticado Traspatio
19 Acc-100 Piquin Semisilvestre Traspatio

20 Acc-107 Piquin Semisilvestre Traspatio

21 Acc-108 Piquin Semisilvestre Traspatio

22 Acc-96 Chiltepin Silvestre Poblacion silvestre
23 Acc-97 Chiltepin Silvestre Poblacion silvestre
24 Acc-101 Chiltepin Silvestre Poblacién Silvestre
25 Acc-102 Chiltepin Silvestre Poblacion silvestre
26 Acc-103 Chiltepin Silvestre Poblacion silvestre
27 Acc-104 Amashito Silvestre Poblacion silvestre
28 Acc-105 Amashito Silvestre Poblacion silvestre
29 Acc-106 Pico Paloma Silvestre Traspatio

Las semillas se desinfectaron superficialmente con NaOH al 2% durante 4 min, seguido de cuatro
enjuagues consecutivos con agua destilada estéril (un min por cada enjuague). Posteriormente,
se imbibieron en una solucién de acido giberélico comercial (Bio Gib®, 10% AG) durante 24 h a
25 °C, con el fin de promover la germinacion (Garcia et al. 2010).

Las semillas se sembraron en charolas forestales de plastico de 20 cavidades con sustrato “Peat
moss”. Las plantulas se mantuvieron por 7 dias en cdmara de crecimiento con un fotoperiodo de
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16:8 h (luz:oscuridad), con temperatura controlada de 20-30 °C (minimo-maximo).
Posteriormente cada planta fue trasplantada en macetas de 5 L con “Peat moss”. Todas las
plantas se fertilizaron semanalmente con una solucion nutritiva que contenia nitrato de
magnesio (1 g L), nitrato de calcio (1 g L") y un complejo de aminoacidos (500 mg L").

Cepa bacteriana e inoculacion

Se utilizo la cepa A. tumefaciens GV3101, conservada en glicerol al 20% a -80 °C. La bacteria se
cultivé en medio Luria Bertani (LB) suplementado con rifampicina (50 mg L") a 28 °C durante 48
h. Posteriormente, las células bacterianas se suspendieron en agua y se ajust6 a una densidad
optica de ODsoo=0.8.

La inoculacion se realizo en plantulas de 50 dias de edad mediante puncion directa en el tallo,
introduciendo la aguja estéril en la region comprendida entre los cotiledones y las primeras hojas
verdaderas. En cada sitio de inoculacién se aplicaron 10 puL de la suspension bacteriana.

Para cada accesion se inocularon de 3 a 4 plantulas, y se incluyeron de 3 a 4 plantulas adicionales
como controles negativos, las cuales fueron puncionadas en el mismo sitio pero utilizando
unicamente agua destilada estéril. Después de la inoculacion, las plantas se mantuvieron en
oscuridad durante 72 h y después se regresaron a las condiciones de fotoperiodo y fertilizacion
descritas previamente.

Evaluacion de sintomas

La severidad de los sintomas de agallamiento se evalu cada 7 dias hasta los 35 dias después de
la inoculacién (ddi), utilizando una escala visual de agallamiento desarrollada en este estudio,
donde 0 = sin sintomas, 1 = necrosis localizada, 2 = hipertrofia, y 3 = agallas diferenciadas.

Las evaluaciones se realizaron individualmente en cada planta inoculada, registrando el valor
de severidad correspondiente en cada fecha de evaluacion, con el fin de describir la progresion
de los sintomas inducidos por A. tumefaciens.

La incidencia se calculd en cada fecha de evaluacidn y se expresé como el porcentaje de plantas
con sintomas (severidad > 0) por accesion, con respecto al total de plantas inoculadas.

Con los valores de severidad registrados a lo largo del tiempo se calcul6 el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (ABCPE) mediante el método trapezoidal descrito por Campbell y
Madden (1990), utilizando la siguiente férmula:

n—-1
i+yi+1
ABCPE = Z (y}z,—)(ti +1—ti)
i—-1

donde yi y yit+1 representan la severidad de los sintomas en los tiempos consecutivos ti y ti+1,
respectivamente, y n es el nimero total de evaluaciones.

Reaislamiento de A. tumefaciens GV3101

Para confirmar la presencia de la bacteria en el tejido tumoral, se seleccionaron agallas con
severidad 3 y se realizaron cortes de aproximadamente 0.5 cm’ en condiciones estériles. Los
fragmentos de tejido se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1% durante 1
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min y se enjuagaron tres veces con agua estéril. Posteriormente, los explantes se colocaron en
medio LB suplementado con rifampicina (50 mg L") y se incubaron a 28 ‘C durante 48 h. Como
controles negativos, se utilizaron tejidos de tallos de plantas no inoculadas del mismo
experimento. El reaislamiento de la bacteria a partir de tumores es un método ampliamente
utilizado para confirmar la identidad de A. tumefaciens GV3101 en experimentos de
compatibilidad y transformacion (Escobar y Dandekar 2003, Gelvin 2017).

Analisis estadistico

Para cada accesion se calculd la severidad media en cada fecha de evaluacién y la severidad a
los 35 ddi. Las diferencias en la severidad final entre accesiones se analizaron mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) de una via, y las comparaciones multiples se realizaron con la
prueba de Tukey (p < 0.05). La progresion temporal de la severidad de los sintomas se evalud
mediante un ANOVA factorial de dos vias, considerando como factores la accesion y el tiempo
de evaluacion (ddi), con el fin de determinar el efecto del tiempo y su interaccidn con el genotipo
sobre el desarrollo de los sintomas.

La incidencia se calculé como el porcentaje de plantas con sintomas (severidad > 0) respecto al
total de plantas inoculadas por accesion. Los valores de incidencia se analizaron de manera
descriptiva y se emplearon para caracterizar la respuesta general de cada accesion y de los
grupos de domesticacion. Los valores de ABCPE se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de Dunn para comparaciones multiples.

Para evaluar el efecto del grado de domesticacion, las accesiones se agruparon en cuatro
categorias (domesticadas, semidomesticadas, semisilvestres y silvestres). Las diferencias de la
severidad final (35 ddi) entre grupos se analizaron mediante un ANOVA de una via, seguido de
la prueba de Tukey (p <0.05).

Los valores de ABCPE entre los grupos de domesticacion se analizaron mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de Dunn para comparaciones multiples. En todos los
casos, se verificaron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas
(Bartlett). Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el paquete estadistico R (version
4.3.3).

RESULTADOS

Progresion de los sintomas de agallamiento inducidos por Agrobacterium tumefaciens

Las plantas control, inoculadas tnicamente con agua estéril, permanecieron asintomaticas
durante todo el periodo de evaluacidn, registrando severidad 0 en todas las fechas de muestreo.
Esto confirma que los sintomas observados en los tratamientos inoculados se deben
exclusivamente a la infeccion por A. tumefaciens GV3101.

La respuesta de las accesiones de Capsicum annuum a la inoculacion con A. tumefaciens GV3101
se caracterizé mediante una escala visual de severidad de agallamiento desarrollada en este
estudio, basada en observaciones directas del tallo en el sitio de inoculacion (Figura 1). Dicha
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escala permitio describir de manera consistente la progresion temporal de los sintomas y
distinguir los diferentes niveles de compatibilidad planta-bacteria.

Severidad 0 Severidad 1 Severidad 2 Severidad 3

a b C d

Figura 1. Escala visual de severidad de agallamiento desarrollada para evaluar la respuesta de Capsicum annuum con
A. tumefaciens GV3101: (a) severidad 0: plantas asintomaticas; (b) severidad 1: sintomas iniciales; (c) Severidad 2:
sintomas moderados; (d) Severidad 3: sintomas graves.

En la severidad 0 (sin dano), el tejido permanecid integro, sin signos visibles de hinchamiento o
necrosis, correspondiente a plantas que no desarrollaron agallas tras la inoculacién (Figura 1a).
La severidad 1 (necrosis localizada) se caracterizé por la presencia de necrosis localizada y un
ligero engrosamiento o cambio de coloracion del tejido en el sitio de inoculacion, indicando una
respuesta inicial del hospedero frente a la bacteria (Figura 1b).

En la severidad 2 (hipertrofia), se formaron agallas pequenas y bien delimitadas, con
proliferacion celular evidente alrededor de la herida. Estas estructuras presentan mayor
consistencia y expansion radial moderada del tejido afectado (Figura 1c).

Finalmente, la severidad 3 (agallas diferenciadas), correspondi6 al desarrollo de agallas
prominentes claramente diferenciadas, irregulares y de mayor tamafo, con tejido tumoral visible
que rodea el tallo, representando la maxima expresion de compatibilidad entre la planta y la
bacteria (Figura 1d).

Severidad e incidencia de sintomas

En la Tabla 2 se muestran los valores de severidad media acumulada y el porcentaje de
incidencia registrados a los 35 ddi en las 29 accesiones evaluadas. Al clasificar las accesiones de
acuerdo con rangos de severidad, el 55% present6 valores entre 2.0 y 2.9, correspondientes a
sintomas de moderados a severos, mientras que un 35% mostro valores intermedios entre 1.0 y
1.9. Solo el 10% de las accesiones presentd valores de severidad <1.0, lo que corresponde a un
desarrollo bajo de agallas. Las accesiones Acc-13 (Pasilla, domesticada) y Acc-109 (Parado,
semidomesticada) presentaron los valores mas altos de severidad (3.0 y 2.75, respectivamente),
lo que muestra una alta susceptibilidad a A. tumefaciens GV3101. En contraste, las accesiones
como Acc-113 (Bola, domesticada) y Acc-110 (Parado, semidomesticada) mostraron severidad
baja (< 0.75). Estos resultados muestran una alta compatibilidad entre A. tumefaciens GV3101 y el
germoplasma de C. annuum evaluado en este estudio.
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Tabla 2. Severidad media acumulada y porcentaje de incidencia en accesiones de C. annuum
inoculadas con A. tumefaciens GV3101 a los 35 dias después de la inoculacion.

Accesion Tipo Grupo TPS/TPI SM + EEi % incidencia
Acc-2 Pasilla Domesticado 3/3 3.00 + 0.007i 100
Acc-5 Guajillo Domesticado 4/4 2.25 +0.252 100
Acc-6 Guajillo Domesticado 3/4 1.75 +0.632 75

Acc-12 Puya Domesticado 4/4 2.50 +0.292 100
Acc-13 Pasilla Domesticado 4/4 3.00 +0.002 100
Acc-15 Puya Domesticado 4/4 2.25+0.252 100
Acc-18 Ancho Domesticado 3/3 2.33 +0.332 100
Acc-21 Puya Domesticado 3/4 0.75 +0.252 75
Acc-60 Huacle Domesticado 4/4 2.25 +0.482 100
Acc-61 Huacle Domesticado 3/4 1.25+0.482 75
Acc-62 Huacle Domesticado 3/3 2.67 +0.332 100
Acc-65 Cascabel Domesticado 4/4 1.50 +0.292 100
Acc-66 Cora Domesticado 3/4 1.00 + 0.40a 75
Acc-113 Bola Domesticado 2/3 0.67 +0.332 67
Acc-63 Serrano Semidomesticado 4/4 2.00 +0.582 100
Acc-109 Parado Semidomesticado 4/4 2.75+0.252 100
Acc-110 Parado Semidomesticado 2/4 0.75+0.482 50
Acc-111 Parado Semidomesticado 3/4 0.75 +0.252 75
Acc-100 Piquin Semisilvestre 4/4 2.00 +0.582 100
Acc-107 Piquin Semisilvestre 3/3 1.33 +£0.332 100
Acc-108 Piquin Semisilvestre 2/3 1.33 £ 0.672 67
Acc-96 Chiltepin Silvestre 3/4 1.50 +0.52 75
Acc-97 Chiltepin Silvestre 3/3 2.33 £0.672 100
Acc-101 Chiltepin Silvestre 4/4 2.00 +0.402 100
Acc-102 Chiltepin Silvestre 3/3 1.25+0.482 100
Acc-103 Chiltepin Silvestre 4/4 2.00 +0.002 100
Acc-104 Amashito Silvestre 4/4 2.25+(0.482 100
Acc-105 Amashito Silvestre 4/4 2.50 +0.292 100
Acc-106 Pico Paloma Silvestre 3/3 2.00 +0.582 100

TPS = Total de plantas sintomaticas. TPI=Total de plantas inoculadas. SM = Severidad media
calculada con una prueba de Tukey (P <0.05).Severidad media + Error Estandar. "Medias con
la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes segtn
prueba de Tukey, P <0.05

En cuanto a la incidencia, el 66% de las accesiones mostré infeccion del 100%, y el resto se
distribuy¢ entre los rangos de 50-99%. El analisis de varianza de la severidad a los 35 ddi mostrd
diferencias globales entre accesiones (F = 2.60; p < 0.01). Sin embargo, la prueba de Tukey no
detectd diferencias significativas entre accesiones, agrupandolas en una misma categoria.
Mientras que la incidencia a los 35 ddi (%) no mostré diferencias significativas entre accesiones
(p > 0.05). Esto indica que la compatibilidad de A. tumefaciens GV3101 es general en el
germoplasma evaluado de C. annuum, independientemente de la accesion (Tabla 3).
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Tabla 3. Severidad media e incidencia (%) de agallas inducidas por A. tumefaciens GV3101 a 35 ddi en accesiones de
C. annuum agrupadas por grado de domesticacién.

Grado de domesticacion n SMi Min-Max Incidencia final (%) Intervalo observado
Domesticado 14 1.91 +0.13i 0 - 3 92+5.1 85-100
Semidomesticado 4 1.56 +0.292 0-3 55+6.8 40-65
Semisilvestre 3 1.60 +0.312 0-3 69+12.4 20-95
Silvestre 8 1.97 +0.162 0-3 27 +£8.2 10-35

n =numero de accesiones que conforman el grupo de domesticacién. iSeveridad media + error estandar. ‘Medias con
la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes segiin prueba de Tukey (P < 0.05).
iiLos valores minimos y maximos corresponden a la severidad observada en las plantas de cada grupo de
domesticacidén, de acuerdo con la escala visual (0-3). Incidencia final = promedio porcentual de plantas con sintomas
al tltimo muestreo (35 ddi). Intervalo observado = rango minimo y maximo (%) de incidencia dentro de las accesiones
de cada grupo.

Influencia del grado de domesticacion en la severidad e incidencia final

La comparacion de la severidad final de las agallas inducidas por A. tumefaciens GV3101 entre
los grupos de domesticacion no mostré diferencias significativas (F = 0.54; P = 0.65). Las
accesiones domesticadas y silvestres mostraron valores de severidad promedio similares a los
35 ddi, sin diferencias estadisticas entre grupos (1.91 + 0.13 y 1.97 + 0.16). En cuanto a la
incidencia, las accesiones domesticadas presentaron valores altos y homogéneos, con un
promedio de 92.3 + 5.1 %, mientras que las accesiones silvestres mostraron valores variables del
26.7 +8.2%, indicando que solo una fraccion de las plantas silvestres desarrollé tumores visibles.

Aunque la severidad media y la incidencia no mostraron efecto significativo en el grado de
domesticacion; las accesiones domesticadas fueron consistentemente susceptibles, mientras que
las silvestres mostraron una respuesta mas heterogénea, con menor proporcion de plantas
afectadas.

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

El andlisis del ABCPE mostro6 diferencias significativas entre accesiones (x> = 56.68; GL =28; P =
0.001). Aunque se observaron variaciones entre los genotipos, con valores bajos como Acc-110
(2.62 + 1.68) hasta valores altos como Acc-13 (63 + 7.42), las comparaciones multiples mediante
la prueba de Dunn no detectaron diferencias significativas entre accesiones, (P >0.05), por lo que
todas las accesiones se consideraron estadisticamente homogéneas en su respuesta a A.
tumefaciens GV3101 (Tabla 4).

Al agrupar las accesiones por grado de domesticacion, no se detectaron diferencias significativas
en la severidad final a 35 ddi (x>=1.57, GL=3, P =0.66). Las accesiones domesticadas presentaron
en promedio los valores mas altos de ABCPE (33.7 + 2.8), mientras que las semidomesticadas y
semisilvestres registraron valores ligeramente menores (29.4 + 4.6 y 28.7 + 5.2, respectivamente).
Las accesiones silvestres mostraron un valor intermedio (30.1 + 3.7). A pesar de estas tendencias,
la alta variabilidad interna impidid detectar diferencias estadisticas (Tabla 5).
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Tabla 4. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) estimada
para la severidad media en accesiones de C. annuum inoculadas con A.

tumefaciens GV3101, evaluadas a 35 dias después de la inoculacion.

Accesion Grupo ABCPE SM!i n (reps)
Acc-2 Domesticado 37.62 +12.324i 3
Acc-5 Domesticado 455 +102 4
Acc-6 Domesticado 36.75 +14.42 4
Acc-12 Domesticado 42.88 +5.62 4
Acc-13 Domesticado 63 +7.422 4
Acc-15 Domesticado 42.88 +2.992 4
Acc-18 Domesticado 43.17 +7.652 3
Acc-21 Domesticado 11.38 £5.782 4
Acc-60 Domesticado 23.62 +7.612 4
Acc-61 Domesticado 14.88 +7.612 4
Acc-62 Domesticado 42.00 + 8.812 3
Acc-65 Domesticado 21.88 +4.822 4
Acc-66 Domesticado 8.75+3.032 4

Acc-113 Domesticado 16.33 +8.172 3
Acc-63 Semidomesticado 40.25+12.582 4
Acc-109 Semidomesticado 37.62 +2.992 4
Acc-110 Semidomesticado 2.62 +1.682 4
Acc-111 Semidomesticado 15.75 + 6.472 4
Acc-100 Semisilvestre 42.00 + 8.082 4
Acc-107 Semisilvestre 22.17 £12.352 3
Acc-108 Semisilvestre 25.67 +£13.452 3
Acc-96 Silvestre 245 +8.81a 4
Acc-97 Silvestre 4433 +8.172 3
Acc-101 Silvestre 40.25 +5.252 4
Acc-102 Silvestre 17.50 £ 11.162 3
Acc-103 Silvestre 40.25+1.752 4
Acc-104 Silvestre 47.25+7.362 4
Acc-105 Silvestre 46.38 +7.48 4
Acc-106 Silvestre 40.83 +5.832 3

iSeveridad media + error estandar. "Medias con la misma letra dentro de la
misma columna no son significativamente diferentes segtin prueba de Dunn (P
< 0.05). n = nimero de repeticiones (plantas inoculadas) que se usaron para

calcular la media y el error estandar de cada accesion.

Reaislamiento de Agrobacterium tumefaciens GV3101
El reaislamiento a partir de cortes de agallas cultivados en medio YEB/LB suplementado con
rifampicina permitié recuperar colonias bacterianas con caracteristicas morfoldgicas de A.
tumefaciens GV3101. Todas las muestras analizadas de accesiones que desarrollaron tumores
fueron positivas al reaislamiento, confirmando la persistencia de la bacteria en el tejido vegetal.
El reaislamiento confirmé la asociaciéon de A. tumefaciens GV3101 con los tejidos tumorales.
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Tabla 5. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) en
accesiones de C. annuum agrupadas por grado de domesticacion

Grado de domesticacion ABCPE SMi n Min-Max
Domesticado 33.7+2.8 14 15-60
Semidomesticado 294 +4.6 4 18 - 45
Semisilvestre 28.7 +£5.22 3 20-40
Silvestre 30.1+3.72 8 12-50

iArea bajo la curva del progreso de la enfermedad estimada a partir de la
severidad promedio * error estdndar de cada grupo de domesticacion. n =
numero de accesiones incluidas en cada categoria de domesticacién. Min-
Max = valores minimo y maximo de ABCPE obtenidos dentro de cada
grupo. Letras distintas indican diferencias significativas entre grupos
(prueba de Kruskal-Wallis, P> < 0.05).

DISCUSION

Progresion de los sintomas de agallamiento inducidos por Agrobacterium tumefaciens

La compatibilidad de C. annuum con A. tumefaciens GV3101 ha sido un tema de interés debido a
la recalcitrancia que presenta este cultivo, en comparacion con otras solandceas como tomate
(Solanum lycopersicum) o tabaco (Nicotiana tabacum) (Pijeira-Ferndndez y Santana-Buzzy 2024).

La progresion temporal de los sintomas de agallamiento mostré un aumento gradual y
consistente de la severidad a lo largo del periodo de evaluacion. Este patron concuerda con la
dindmica tipica de la infeccion por A. tumefaciens, en el cual la transferencia del T-DNA ocurre
de manera progresiva, conduciendo a una proliferacion celular creciente en el sitio de
inoculacion (Gelvin, 2017).

Severidad e incidencia de sintomas

En este estudio, la severidad final de los sintomas de agallamiento evaluada hasta los 35 ddi no
mostro6 diferencias significativas entre las 29 accesiones de C. annuum, ni entre los 4 grupos de
domesticacion. Sin embargo, se observd una alta incidencia de tumores en la mayoria de los
genotipos evaluados, independientemente del grupo de domesticacion. Estos resultados
sugieren que existe una compatibilidad basal de C. annuum con A. tumefaciens GV3101, suficiente
para inducir formacion de agallas bajo condiciones experimentales controladas, y que esta
respuesta no estad determinada por el nimero de accesiones evaluadas por categoria, sino por
una susceptibilidad generalizada del germoplasma analizado.

Estos resultados coinciden con estudios previos que reportan una respuesta del genotipo del
chile a A. tumefaciens, principalmente usando cepas derivadas de C58 como LBA4404 o EHA105.
Sin embargo, dichos estudios tampoco han identificado accesiones completamente resistentes
(Gelvin 2017, Rajam et al. 2021). Esto sugiere que la recalcitrancia ampliamente descrita en chile
no se debe necesariamente a la capacidad de inducir tumores, sino en etapas posteriores del
sistema de transformacién como la regeneracion de tejidos o la expresion estable de transgenes,
como ya se ha descrito en otros sistemas recalcitrantes (Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagon 2001).
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Aunque no se detectaron diferencias estadisticas entre los grupos de domesticacion, las
accesiones domesticadas mostraron uniformidad en la susceptibilidad mientras que las
accesiones silvestres presentaron respuestas mas variables, incluyendo plantas asintomaticas.
Este patron puede estar relacionado con los procesos de domesticacion que, al reducir la
diversidad genética, también puede reducir la capacidad de respuestas defensivas frente a
patogenos (Meyer y Purugganan 2013). La heterogeneidad observada en accesiones silvestres
refleja la conservacion de una mayor diversidad genética y de mecanismos de defensa que,
aunque no suprimen la formacion de agallas, si generan respuestas mas variables. Con relacion
a lo anterior, se ha demostrado que las poblaciones silvestres de Capsicum conservan una amplia
diversidad genética que confiere resistencia o capacidad de adaptacion a estrés bidtico y abidtico,
constituyendo una fuente clave para el mejoramiento genético (Poulicard et al. 2016, Barchenger
et al. 2018, Liu et al. 2023).

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

El andlisis del ABCPE, que integra la severidad del agallamiento a lo largo del tiempo, no mostré
diferencias significativas entre accesiones ni entre grupos de domesticacion evaluados. La
ausencia de diferencias en el ABCPE sugiere que el grado de domesticacion no influye de manera
consistente en la velocidad de aparicion ni en la acumulacion progresiva del dafio asociado a la
infeccion bacteriana, lo que refuerza la compatibilidad homogénea con C. annuum.

Este resultado adquiere relevancia préctica, ya que en protocolos de agroinoculacion de
Geminivirus y otros patdgenos, la eficiencia depende en gran medida de la capacidad de la cepa
bacteriana para inducir tumores en los tejidos vegetales (Hanley-Bowdoin et al. 2013). La
compatibilidad homogénea observada en el ABCPE sugiere que la agroinoculacion con A.
tumefaciens GV3101 puede aplicarse a un rango amplio de accesiones de Capsicum para estudios
de resistencia viral, sin que el grado de domesticacion represente una fuente adicional de
variacion en la progresion del dafio.

Reaislamiento de Agrobacterium tumefaciens GV3101

Finalmente, el reaislamiento de A. tumefaciens GV3101 a partir de agallas confirma la asociacion
causal entre la inoculacion bacteriana y los tumores, cumpliendo los postulados de Koch. Este
paso experimental, frecuentemente omitido en trabajos de compatibilidad, permitié confirmar
que las agallas observadas fueron causadas por la infeccion de A. tumefaciens y no por las heridas
mecdanicas de inoculaciéon ni por la colonizacién por microorganismos oportunistas. Esta
metodologia valida que las variaciones observadas en severidad corresponden a la interaccion
planta-patogeno.

Es importante distinguir que, mientras la transformacidn genética requiere procesos posteriores
de regeneracién y seleccidn in vitro, la agroinoculacion depende principalmente de la capacidad
de A. tumefaciens para transferir ADN a tejidos vegetales. En este estudio, los resultados
demuestran que esta etapa inicial no constituye una limitante en C. annuum, lo que respalda el
uso de la agroinoculacién como herramienta experimental independiente de la eficiencia de
regeneracion.
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Por lo tanto, los resultados apoyan la hipdtesis de que la principal limitante para la
transformacion genética en chile no radica en la infeccion bacteriana, sino en etapas posteriores
de regeneracion y seleccion a partir de células transformadas. En este sentido, los problemas de
regeneracion en Capsicum restringen su transformacion genética via A. tumefaciens, pero no
limitan las aplicaciones del método de agroinoculacion en Capsicum para evaluar la respuesta de
accesiones contra virus fitopatogenos.

CONCLUSIONES

Las accesiones de C. annuum evaluadas mostraron una respuesta compatible frente a la infeccion
por A. tumefaciens GV3101, sin diferencias significativas en la severidad final de agallamiento ni
en el ABCPE independientemente del grado de domesticacion. Estos resultados indican que el
grado de domesticacion no determina de manera significativa la compatibilidad de las
accesiones con la bacteria. La confirmacion del agente causal mediante el reaislamiento valida el
sistema experimental y respalda el uso de A. tumefaciens GV3101 para aplicaciones
experimentales como la agroinoculacion de virus. El reaislamiento de A. tumefaciens a partir de
las agallas confirma la relacion causal entre la inoculacion bacteriana y la formacion de tumores,
validando el modelo experimental utilizado.
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