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RESUMEN GENERAL

México es considerado centro de origen, domesticacién y diversidad de chile,
Capsicum annuum L. Actualmente San Luis Potosi tiene problemas fitosanitarios
que se reflejan en los rendimientos bajos debido a que el 80 % de la semilla
utilizada es criolla, producida por los agricultores la cual no cumple con los
requisitos minimos establecidos por el SNICS. Los virus AMV y CMV afectan
gravemente a los cultivos de chile debido a insectos vectores (afidos), malas
practicas culturales y el empleo de semilla de mala calidad. Por lo anterior se
busca obtener desde un incio semilla libre de estos virus, buena calidad fisica,
fisiologica, genética y sanitaria. Para mejorar las cualidades sanitarias, el empleo
de termoterapia tiene como objetivo inactivar estos dos virus, mientras que el
acondicionamiento osmético o priming regenerara la semilla dafiada por la
exposicion a altas temperaturas. En el presente trabajo se evalud la calidad de las
semillas de chile criollo, obtenida de agricultores de Moctezuma vy Villa de Arista,
S.L.P. la cual no cumplié con los estandares de calidad establecidos por el SNICS.
Los resultados indicaron que la aplicacion de termoterapia a 90 °C durante 120
min mas el acondicionamiento osmotico a -2.02 MPa con KNO3 durante 48 horas,
ocasionaron un porcentaje de germinacion del 42 %, mientras que la aplicacién de
termoterapia a semilla en valores de 50 °C durante 60 min, 90 °C durante 90 min y
90 °C durante 120 min, logré inactivar los virus AMV y CMV. Finalmente se evalu6
el efecto de las sustancias antivirales Q-Virus®, acido acetil salicilico y miel de
abeja, en plantas de chile criollo inoculadas mecanicamente con los virus AMV y
CMV bajo condiciones de invernadero. La aplicacion semanal de miel al 0.2 %,
presentd mejores resultados en la calidad de semilla, incremento de altura en
plantas, numero, tamafio y peso de frutos. Las semillas obtenidas en los 3
tratamientos estuvieron libres de los virus AMV y CMV.

Palabras claves: Pimiento, termoterapia, acondicionamiento osmotico, AMV,

CMV, porcentaje de germinacion y antivirales.
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ABSTRACT

Mexico is considered origin center, domestication and biodiversity of pepper,
Capsicum annuum L. San Luis Potosi is currently phytosanitary problems are
reflected in the low yields because 80 % of the seed used is Creole, produced by
farmers which does not meet the minimum requirements set by the SNICS. The
AMV and CMV virus seriously affect chile crops due to insect vectors (aphids), bad
cultural practices and the use of poor quality seed. Therefore is desirable from the
beginning to have a virus free seed, good physical, physiological, genetic and
health quality. To improve health qualities, the use of thermotherapy have an
objective to inactivate these viruses, while osmotic conditioning or priming
regenerate damaged by exposure to high temperatures seed. In the present work
was evaluated the quality of chile criollo seeds obtained from farmers Moctezuma
and Villa de Arista, SLP farmers, which did not comply with the quality standards
established by the SNICS. The results indicated that the application of
thermotherapy at 90 °C for 120 min and osmotic conditioning at -2.02 MPa with
KNO3 for 48 hours caused a higher germination rate of 42 %, while applying
thermotherapy to seed values 50 °C for 60 min, 90 °C for 90 min and 90 °C for 120
min, was able to inactivate AMV and CMV virus. Finally the effect of the antivirals
Q-Virus®, acetylsalicylic acid and honey, in plants inoculated mechanically chile
criollo with AMV and CMV virus was assessed under greenhouse conditions, the
weekly application of honey to 0.2 %, presented better results in seed quality,
increased plant height; number, size and weight of fruits. The seeds obtained in the

3 treatments were free of AMV and CMV virus.

Keywords: pepper, thermotherapy, priming, AMV, CMV, germination percentage

and antivirals.



ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA
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CAPITULO 1.
VIROSIS Y CALIDAD DE SEMILLA DE CHILE POBLANO

(Capsicum annuum L.)

RESUMEN

México es el 2° productor de chile a nivel mundial (FAO, 2012). En el afio 2014 se
reportaron 148,968 ha sembrada en México (SIAP, 2014). San Luis Potosi
participa con el 45% de la produccion nacional de chile ancho (Capsicum annuum
L.), no obstante se tienen rendimientos bajos debido a que el 80 % de la semilla
utilizada es criolla, producida por los agricultores, de mala calidad fisica,
fisiolégica, genética y sanitaria. Con respecto a la calidad sanitaria, la ocurrencia
de virus, en especial el AMV y el CMV representan una limitante para la
produccion de semilla, de ahi que se requieran 1.2 kg para establecer una
hectarea con 30,000 plantas. El empleo de termoterapia puede inactivar virus,
mientras que el acondicionamiento osmoético o priming regenerara la semilla
danada por la exposicidon a altas temperaturas.

Palabras clave: termoterapia, priming, AMV 'y CMV



SUMMARY

Mexico is in the second position as pepper producer in the World (FAO, 2012). In
2014 year it is reported 148,968 ha sowed in the Mexico (SIAP, 2014). San Luis
Potosi participate with 45 % of national production of “chile ancho” (Capsicum
annuum L.) but there are bad yields because the 80% of the seed used is creole,
produced by agricultures with bad physic, physiological, genetics and sanitary
quality. With relation of sanitary quality, the presence of viruses, especially AMV
and CMV are limited for seed production and then its requaried 1.2 kg to
establismenth one hectare with 30,000 plants. The use of termoterapy could
inactivate virus, and the priming regenerate damage seeds by exposition to high
temperatures.

Key words: termoterapy, priming, CMV and AMV



1.1. INTRODUCCION

México es considerado como centro de origen, domesticacion y diversidad de
chile, Capsicum annuum L. (Luna, 2010). En los cultivos horticolas, las
enfermedades constituyen uno de los factores de mayor riesgo para su
produccion, especificamente, las enfermedades causadas por virus han
ocasionado fuertes pérdidas econémicas que varian afio con afio en funcién de las
condiciones climaticas, manejo del cultivo, control quimico y cultural de insectos y
malezas (Pérez et al., 2004). El cultivo del chile se ha visto afectado por la
presencia de virus destacando el Alfamovirus del mosaico de la alfalfa, AMV; el
Potyvirus jaspeado del tabaco, TEV y el Cucumovirus del mosaico del pepino,
CMV (Hull, 2002). El priming o acondicionamiento osmoético de semillas, es
considerada una técnica promisoria para mejorar la germinacion porque promueve
un rapido y sincronizado establecimiento de plantulas (Marin et al., 2007a, b). La
termoterapia es un tratamiento a base de calor, al cual se exponen tejidos
vegetales para liberarlos de patdégenos; ha sido aplicado como tal para inactivar
diversos virus y se puede aplicar en partes vegetales en dormancia, o en
crecimiento vegetativo. El objetivo de este capitulo es describir las generalidades
que hay sobre el cultivo de chile poblano en San Luis Potosi, la incidencia y dafios
de los virus AMV y CMV, y su efecto en la calidad sanitaria para la produccién de
semillas. También se revisan las practicas de termoterapia y priming como

técnicas de saneamiento y regeneracion de semilla.



1.2. EL CULTIVO DEL CHILE EN SAN LUIS POTOSI

En México, el cultivo del chile es importante debido a los ingresos econémicos que
se obtienen de su comercializacion tanto nacional como de exportacion, y por el
alto consumo del producto. También es importante debido a la gran riqueza
natural y la diversidad genética ya que existen una gran variedad de chiles, tipos y
subtipos adaptados a diferentes condiciones de clima y suelo (Huerta de la Pefa,
2007).

La produccién de chile ocupa el 2° lugar a nivel mundial. El pais con mayor
produccion fue China con 16 millones de toneladas, y México se ubico en el
segundo sitio con una produccién de 1.12 millones de toneladas sembradas en
15,011 has (FAO, 2012, SIAP, 2014).

Hoy en dia México es el segundo exportador de chile verde a nivel mundial
y 14° de chile seco; los principales paises a donde se exporta son Estados Unidos,
Japon, Canada, Reino Unido y Alemania (FAO, 2012).

San Luis Potosi (S.L.P.) representa el 2.38 % de superficie sembrada de
chile poblano a nivel nacional con un rendimiento promedio en verde de 34.24
t ha™' (SIAP, 2014). En S.L.P. los principales municipios productores de chile
poblano son Venado, San Ciro de Acosta, Rio Verde, Real de Catorce, Ciudad
Fernandez, Vanegas, Villa de Guadalupe, Cedral y Matehuala, con un rendimiento
promedio estatal de 36.23 t ha™ (SIAP, 2014). S.L.P. es uno de los principales
productores de chile en el pais destacando las regiones del Altiplano, Media y
Huasteca. Se tienen 2,091 productores de chile seco para la Zona Centro y el
Altiplano, de los cuales, mas del 95 % son ejidatarios y el resto pequefios
propietarios. La superficie sembrada corresponde al régimen ejidal en un 81 %,
mientras el 19 % al régimen de pequefa propiedad, resultando una superficie
promedio por productor a nivel de zona altiplano de 3.4 has (SAGARPA, 2012). La

participacion proporcional en el afio 2014 fue de un 27.67 % en Venado, 19.06 %
4



en San Ciro de Acosta, 15.99 % en Rio Verde, 11.38 % en Real de Catorce, 11.07
% en Ciudad Fernandez, 6.15 % en Vanegas, 4.69 % en Villa de Guadalupe 2.77
% en Cedral y 1.23 % en Matehuala (SIAP, 2014).

El rendimiento promedio de esta especie es de 1.5t ha™ para chile seco y
13.5 t ha™ como fruto fresco (Ramiro et al., 2009). Estos bajos rendimientos se
atribuyen a diversos factores como la degradacion del suelo, manejo inadecuado
del cultivo (Lara et al., 2010), presencia de sales altamente solubles en el suelo y
agua, fertilizacién inadecuada (De la Cruz et al., 2009), uso de semillas criollas
(Ramiro et al., 2009) y factores socioecondmicos como la falta de recursos y bajo
nivel de escolaridad (Luna y Galindo, 1997); por otra parte, los productores no
estan organizados y carecen de la implementacién de buenas practicas agricolas

que le permitan ingresar a nuevos mercados (Valdés et al., 2007).



1.3. VIROSIS EN CHILE

Las enfermedades virales con frecuencia ocasionan pérdidas considerables al
cultivo de chile, en México se han identificado y reportado los virus jaspeado del
tabaco, (TEV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus mosaico de la alfalfa
(AMV) y virus mosaico del pepino (CMV) los cuales son transmitidos
preferentemente por mosquita blanca y pulgdn verde. Para evitar y disminuir la
presencia de este tipo de virus es conveniente mantener el cultivo libre de insectos
vectores (SAGARPA, 2012). Los dafios de los virus antes citados, principalmente
son en la planta, produciendo los sintomas: mosaicos o jaspeados de color
amarillento que evolucionan a una clorosis difusa y distorsién del limbo foliar,
deformacion de la lamina foliar, enrollamiento de la hoja, acortamiento de
entrenudos y aborto de flores. En los frutos los dafios que generalmente se

observan, estan en funcion del virus que produce la lesion.

1.3.1. Virus del mosaico de la alfalfa (AMV)
El virus del mosaico de la alfalfa puede infectar mas de 232 especies en 48
familias de plantas. Dentro de la familia de las leguminosas existen alrededor de
53 especies que son susceptibles a este virus. El AMV es transmitido por insectos
y también por semilla; muchas especies de &fidos lo diseminan en forma no
persistente, es decir el insecto pica una planta enferma y en cuestién de segundos
lo puede transmitir a una planta sana (Edwardson y Christie, 1991), la transmision
se realiza por medio de inoculacion mecanica, semilla, polen y pulgones.
Pertenece a la familia Bromoviridae y al género Alfamovirus. Se encuentra
constituido por particulas baciliformes de distintas longitudes, la mayor de
aproximadamente 60 nm maximo con tres moléculas de ARN monocatenario de
sentido positivo de 3.25, 2.25 y 1.95 kb correspondientes a ARN 1, ARN 2 y ARN
3, respectivamente. Existe un ARN 4 de 0.88 kb. Los viriones contienen un 16 %

de acido nucleico (Houwing y Jaspars, 1982).



Los cuerpos de inclusién son amorfos, granulares, pueden verse en el
citoplasma y vacuolas de las células de plantas de tabaco infectadas por este
virus. Algunos de los principales huéspedes son la alfalfa, papa, pimiento, tomate,
apio, judia, chicharo, garbanzo y otras. Los principales sintomas causan enanismo
y malformaciones con moteado y mosaico en alfalfa (Delgado y Luna, 1992), y
necrosis del tubérculo de papa. En especies horticolas causa mosaico y necrosis
foliar, amarillamiento inicial o bronceado de las yemas terminales, foliolos
curveados hacia abajo, necrosis de los nervios de los foliolos, manchas necréticas
en hojas confluyendo hasta formar placas, los botones apicales y las hojas mas
jévenes pueden llegar a necrosarse, la necrosis puede extenderse a ramas y tallo
principal. También provoca ralentizacién del crecimiento, decoloracién marron-
rojiza del floema cerca del cuello y frutos cuajados con manchas necréticas (Diaz
y Moreno, 1972).

1.3.2. Virus del mosaico del pepino (CMV)
El virus del mosaico del pepino (cucumber mosaic virus, CMV), miembro tipo del
grupo de los Cucumovirus, presenta una gama de hospederos naturales muy
amplia, afecta a mas de 775 especies de 365 géneros pertenecientes a 85 familias
de mono y dicotiledéneas (Blas et al., 2003), principalmente a Cruciferas,
Solanaceas, Compuestas, Papilionaceas y Cucurbitaceas. El sintoma mas comun
inducido por CMV es el mosaico; sin embargo, la gravedad de la enfermedad
puede variar desde no mostrar sintomas en algunos cultivos, hasta la muerte de la
planta hospedera. El genoma esta constituido por un ARN monocatenario lineal, el
tamano del genoma total es de 8.621 kb, dividido en tres partes de 3.389 kb, 3.035
kb y 2.197 kb. El acido nucleico gendmico fue aislado por Gould y Symons en
1977. El virus se transmite por numerosas especies de afidos de forma no
persistente, siendo los mas comunes Aphis gossypii y Myzus persicae (Hamilton,
1985). En Guanajuato se ha detectado la presencia de CMV (Pérez et al., 2004) y
AMV en semillas y plantulas de chile habanero Capsicum chinense Jacq. (Tun et
al., 2007). Los virus presentes en la testa y endospermo pueden inactivarse

durante el proceso de maduracion, almacenamiento y deshidratacion de la semilla,
7



de ahi que la transmisién por este medio esta determinada por la invasion directa
o indirecta del embrion y por la sobrevivencia del virus durante la formacion de la

semilla, almacenamiento y germinacion (Johansen et al., 1994).



1.4. CALIDAD DE SEMILLA

La calidad de la semilla es un concepto multiple que involucra todas aquellas
caracteristicas que determinan su valor para la siembra (Hampton, 2002), en
donde la calidad genética, fisica, fisioldgica y sanitaria juegan un papel importante
(Copeland y McDonald, 2001), estas caracteristicas se evaluan mediante pruebas
seroldgicas, acidos nucleicos, pruebas de germinacién y viabilidad (Marin et al.,
2007a y b). El proceso para la obtencion de semilla de alta calidad es una parte
importante y costosa del componente tecnolégico en la produccion, por lo que
debe hacerse con cuidado para garantizar la obtencion del producto con la calidad
requerida por el mercado (Basra, 1995), por lo tanto es de vital importancia
conservar y mejorar las variedades criollas ya que representan la base
fundamental de los recursos genéticos disponibles in situ para el mejoramiento
genético de la especie a corto y mediano plazo (Luna, 2010). Las semillas deben
satisfacer requisitos de alto grado de germinacion, sanidad, pureza varietal y
fisica, minimo contenido de semillas de hierbas comunes y nocivas. Estas normas
son vigiladas para su cumplimiento por las delegaciones del Servicio Nacional de
Inspeccidén y Certificacion de Semillas (SNICS) en todo el pais o en algunas
entidades donde operan oficinas de certificacién particulares, autorizadas para tal
funcién en el reglamento de la Ley sobre Produccion, Certificacion y Comercio de
Semillas (Flores, 2004). Por lo anterior es necesario producir semilla de alta
calidad y libre de virus, debido a que se constituye como la fuente primaria de
diseminacion y perpetuacion de estos patdgenos, que en combinacion con la
presencia de insectos vectores puede causar pérdida total de los cultivos. La
semilla con 6ptima calidad, debe germinar rapida y uniformemente bajo diferentes
condiciones ambientales, de no ser asi, se deben utilizar técnicas que mejoren

tales caracteristicas, como el priming.

1.4.1. Proceso de extraccion de semilla
Cuando los primeros frutos alcancen la madurez fisiolégica (cambio de coloracién

a rojo, café, anaranjado u otro color segun la variedad) es el momento de
9



seleccionar y marcar definitivamente las plantas tipicas o representativas de la
variedad que se desea producir. En cada planta seleccionada deben cortar los
frutos en madurez fisioldgica y que provengan de plantas sanas y vigorosas. Por
regla general, los frutos que maduran primero producen la semilla de mayor
calidad (viable, vigorosa y bien desarrollada). Debe evitarse la cosecha de frutos
arrugados, descoloridos, inmaduros y/o muy pequefos, ya que estos defectos
generalmente resultan en semillas de mala calidad, mal desarrolladas, con baja

germinacién y de poco vigor (Luna, 2010)

Para la extraccidon de semillas a gran escala los frutos se cortan y se
maceran con maquinas y equipos especiales para procesar grandes volumenes en
himedo. Dicho macerado se vierte en cedazos rotativos donde se separa la
semilla de los fragmentos del fruto, misma que se lavara con agua corriente para
separarla de la pulpa, residuos de pedunculo, y otros fragmentos del fruto y
placenta.

Para la extracciéon de semilla a pequefa escala (desde algunos gramos
hasta varios kilogramos), existen varios métodos artesanales. La extraccion vy
desemillado manual de placentas en seco consiste en lavar y secar los frutos
antes de remover las placentas, estas se dejan secar con todo y semillas antes del

desemillado, el cual se realizara de manera manual (Luna, 2010).

La extraccion y desemillado manual de placentas en agua puede hacerse
con o sin fermentacion. En ambos casos deben lavarse bien los frutos antes de
remover las placentas que se extraen en un recipiente con agua limpia usando
una navaja o cuchillo desinfectado. El desemillado se hace directamente en el
agua usando un cedazo para colectar y retener las semillas. Después de la
extraccion, la semilla se lava varias veces con agua limpia antes de iniciar el
secado (Luna, 2010).
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La fermentacion se induce dejando las semillas con sus placentas y
residuos de pulpa en el agua durante un lapso de 24 a 72 horas. Esta condicidn
promueve la fermentacion alcohdlica con la cual se busca eliminar patégenos vy
contaminantes de la semilla. Una vez alcanzada la fermentacion, la semilla se
enjuaga varias veces en agua limpia y posteriormente se inicia el proceso de

secado. En ambos casos se extraen las semillas en forma manual.

Después que las semillas han sido cosechadas y desinfectadas, deben
secarse para garantizar la mejor germinacion y vigor extendiéndolas sobre una
malla o papel absorbente a 25 °C y 40 % de humedad relativa durante una
semana. Los lotes de semilla pueden secarse en menor tiempo utilizando equipos
de secado como hornos secadores y dependera principalmente del volumen de

semilla que se desea procesar, de los recursos y tiempo disponible (Luna, 2010).

1.4.2. Calidad fisica, sanitaria, genética y fisiolégica
La calidad fisica involucra diferentes caracteristicas fisicas que indican el grado de
contaminacién del lote, lo que refleja las condiciones de produccion de campo y la
eficiencia de la cosecha. Ademas muestra la efectividad en algunos procesos de
acondicionamiento (Flores, 2004). Las caracteristicas fisicas que comunmente se
determinan son el contenido de humedad, la pureza y el tamafo de la semilla, este

ultimo se determina por el peso volumétrico y peso de 100 semillas.

La calidad sanitaria es la condicion de la semilla en relacion con la
presencia de microorganismos patdégenos (hongos, bacterias, virus, nematodos,
etc.), los cuales pueden acompafar a la semilla asociados a la superficie de la
misma (capas de esporas de hongos de almacén) o portados internamente. Como
los componentes anteriores, también las condiciones de produccién en campo
influyen en la sanidad de la semilla por lo que el control sobre la eleccion de la
region de produccion y de medidas preventivas contra el ataque de plagas vy
enfermedades debe practicarse desde el inicio de la programacién del cultivo y

conservarse en el proceso de acondicionamiento.
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La calidad genética es el resultado del trabajo de fitomejoramiento y le
confiere un valor agrondémico a la variedad que se expresa en mayor rendimiento,
mayor resistencias a plagas y enfermedades, mayor uniformidad, mayor rango de

adaptacién, calidad especifica en sus productos (Flores, 2004).

La calidad fisiologica es lo que hace a una semilla ser una unidad biologica
o unidad de reproduccidn, esto es que sea viable, que tenga capacidad de
germinaciéon y eficiente establecimiento en campo (Flores, 2004). Las pruebas
utilizadas para evaluar la calidad fisioldégica son: germinacion, viabilidad y vigor. La
germinacioén tiene que ver con el porcentaje de semilla pura que produce plantulas
normales en el laboratorio e indica el potencial de un lote de semillas para
establecer plantulas en condiciones favorables de campo. La viabilidad mide la
capacidad de la semilla para germinar y producir plantulas normales. Se utiliza
comunmente para su determinacién las sales de tetrazolium, que tiene la
caracteristica de reaccionar con tejido vivo (metabolismo activo) de la semilla; y el
vigor considera la emergencia y el establecimiento en campo bajo condiciones
desfavorables. Mediante las pruebas de vigor se pretende medir el potencial de
desarrollo y crecimiento de lotes de semilla en condiciéon estandar de estrés
recomendadas al cultivo; entre estas pruebas se tiene la prueba fria,
envejecimiento acelerado y otras, las que en ciertos casos estimen también el

potencial de almacenamiento de semilla.

1.4.3. Termoterapia
El tratamiento de los materiales de siembra con calor es un método empleado
desde hace un siglo, el objetivo desde entonces fue el control de enfermedades, y
se ha demostrado la eficacia contra diversos microorganismos patoégenos. La
termoterapia consiste en el tratamiento térmico de partes de la planta en
regimenes de temperatura y tiempo que matan el patégeno y que solo son
ligeramente perjudiciales para el anfitrion. El calor se aplica principalmente por el
agua, el aire o vapor (Grondeau et al., 1994). Entre la variedad de partes de la
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planta que se pueden tratar con calor suelen ser almacigos, vastagos, vitroplantas,
tallos, esquejes, brotes, meristemos, flores, semillas, bulbos, tubérculos, bulbos, o
las frutas y hortalizas de almacén. Los microorganismos patogenos de destino son
principalmente los hongos, virus y bacterias. Muchos estudios muestran el éxito de
la reduccion de las enfermedades por el calor. La termoterapia es una técnica
utilizada para la desinfeccion de semillas, sobre todo de hortalizas, siendo
altamente recomendada para tomates y pimientos, y su objetivo principal es la
eliminacion de los virus transmitidos por semilla. El control de varios organismos
fitopatdégenos ha sido satisfactorio en varias enfermedades bacterianas de tomate,
tabaco, arroz, cebada, pepino, calabaza y algodon, principalmente causado por los

géneros Xanthomonas y Pseudomonas.

La termoterapia es mas dificil de utilizar en semillas de legumbres, como
chicharo, frijol, o soya, debido a la disminucion significativa de la germinacion. El
exito de la termoterapia se puede mejorar por combinacién con los productos
quimicos en la etapa de semilla, por aerosoles durante el crecimiento de la planta,
o mediante la sustitucion de agua con liquidos no acuosos (Grondeau et al., 1994).
Durante la termoterapia, la semilla es colocada en el interior de una incubadora
que le proporciona temperaturas que superan el punto de inactivacion térmica de
los virus, sin embargo la calidad fisiolégica es afectada al reducirse de manera
drastica los porcentajes de germinacion de ahi el inconveniente de utilizar esta
alternativa (Castillo et al., 2003). En un estudio realizado por Jianjun et al. (2009)
con semilla triploide de sandia, para erradicar Acidovorax avenae subsp. citrulli , el
agente causal de la mancha bacteriana del fruto, sélo el uso de agua electrolizada
acida durante 30 min erradico el patdgeno a partir de semillas sin reducir la
germinaciéon de semillas o establecimiento de las plantulas. Tratamiento con
Clorox® a 50 °C durante 20 min, Tsunami 100® durante 30 min, o acetato ctiprico
acidificada a 50 °C durante 20 min erradicé el patégeno, sin embargo, redujo el
porcentaje de germinacion y el establecimiento de plantulas. Aveling et al. (1993)

probaron la eficacia de distintos métodos de desinfeccién de semilla de cebolla,
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como la termoterapia y los tratamientos con tiram o hipoclorito sédico, sefialando

que el mas efectivo era la termoterapia.

A todo lo anterior debemos tener conocimientos previos sobre los productos
quimicos eficaces para controlar una enfermedad, el tratamiento de semillas con
calor puede ser de gran interés, sin embargo el método requiere estudios para
determinar el tipo mas apropiado de calor para emplearlo en semilla, ya que
resulta ser una estructura sensible y la combinacion o6ptima de tiempo y
temperatura de exposicion a utilizar determinara la eficiencia provocando el menor

dano.

1.4.4. Acondicionamiento osmaético (priming)
El priming se ha reportado como un método eficaz para mejorar la calidad
fisiolégica de la semilla a través de la uniformidad y porciento de germinacion
(Parera y Cantliffe, 1994). Una tecnologia de semillas tales como el priming se ha
desarrollado y utilizado ampliamente para mejorar la germinacién y emergencia de
las plantulas en una amplia gama de especies de cultivos (McDonald, 2000). El
preacondicionamiento hidrico es el método mas simple para hidratar las semillas y
para minimizar el uso de materiales quimicos (McDonald, 1999), este consiste en
remojar las semillas en agua pura, mientras que el priming u
osmoacondicionamiento es un tratamiento de presiembra, el cual consiste en la
incubacion de las semillas en una solucién osmatica (Pill, 1995), un ejemplo es el
empleo de polietilenglicol comunmente utilizado por su facil disponibilidad y su
nula reaccidn fisioldégica con semillas. El priming osmético en semilla antes de la
siembra acelera la germinacion (Heydecker et al., 1973). Los dos tipos de priming
anteriormente mencionados proporcionan una hidratacion controlada en las
semillas a un nivel que permite la actividad metabdlica de pregerminacién, pero
impide la aparicién de la radicula después del priming (Bradford, 1986). Por lo
tanto, las semillas tratadas antes de la siembra germinan mas rapido que los
testigos. Trabajos anteriores en otros cultivos mencionan que el sumergir las

semillas con una soluciéon de 0.2 % o 0.5 % de KNO3; durante 72 h incremento la
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germinacion de Paspalum vaginatum Swartz de 34.3 % a 68.0 % bajo condiciones
de temperatura de 25-35 °C (Shim et al., 2008). Ali et al. (2012) no obtuvieron
ningun incremento significativo en la germinacion de semillas de nispero con una
temperatura de remojo de 24 + 2 °C utilizando 0.5 % de KNOg, seguido de un
remojo a 24 + 2 °C, y posterior aplicacién de 250 mg L' de GAs. Lo anterior indica
que debemos buscar las condiciones, reactivos, hormonas, fertilizantes y
cantidades idoneas para obtener un porcentaje de germinacion optimo.

En conclusion, es necesario inactivar los virus transmitidos por semilla en
Capsicum annumm L., sin perder su calidad fisiologica; debido a que la
transmision por esta via se constituye como la fuente primaria de diseminacién y
perpetuacion de estos patdogenos, que en combinacidon con la presencia de
insectos vectores puede causar pérdida total de los cultivos, sobre todo porque en
la actualidad ninguna empresa ofrece semilla libre de virus, aunado a que no se

cuenta con variedades resistentes.
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CAPITULO 2.
INCREMENTO DE LA CALIDAD SANITARIA Y FISIOLOGICA EN SEMILLA DE
CHILE POBLANO (Capsicum annumm L.)

RESUMEN

En el presente trabajo se aplicd termoterapia a semillas de chile poblano para
inactivar los virus AMV y CMV seguido de un acondicionamiento osmético.
Después de aplicar los tratamientos, las semillas fueron sembradas en un
invernadero libre de insectos vectores y se realizé la deteccion de virus en las
plantulas obtenidas. Los resultados indicaron que la aplicacion de termoterapia a
90 °C durante 120 min seguido de un acondicionamiento osmotico a -2.02 MPa
con KNO3 durante 48 horas, ocasionaron un mayor porcentaje de germinacion, 42
%, comparado con un 12 % en el tratamiento control sin aplicacion de KNOs,
demostrando asi la mala calidad fisiologica de la semilla, la cual fue producida por
agricultores locales, y tampoco cumplié con las normas establecidas por el SNICS.
La aplicacion de termoterapia a semilla en valores de 50 °C durante 60 min, 90 °C
durante 90 min y 90 °C durante 120 min, logré inactivar los virus AMV y CMV,
obteniéndose plantas libres de estos fitopatogenos.

Palabras claves: Termoterapia, acondicionamiento osmotico, AMV, CMYV,

porcentaje de germinacion

20



SUMMARY

In this work thermotherapy and priming was applied to chili pepper seeds to
inactivate the AMV and CMV viruses. After these treatments the seeds were sown
in a greenhouse free of vectors insects, and virus detection test was performed on
seedlings. The results indicated that applying thermotherapy to 90 °C for 120 min
and priming at -2.02 MPa with KNO3 during 48 hours, displayed 42 % of
germination versus 12 % of the control without application of priming, showing the
poor physiological quality of farmers’ seed, which also does not reach the
standards set by the SNICS. Thermotherapy applied in the seed with values of 50
°C for 60 min, 90 °C for 90 min, and 90 °C during 120 min, were able to inactivate
both viruses AMV and CMV obtaining viruses free plants.

Key words: Termoterapy, priming, AMV, CMV and percentage of germination
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2.1. INTRODUCCION

México es considerado como centro de origen, domesticacion y diversidad de
Capsicum annuum L. (Luna, 2010); la produccién de este cultivo ocupa el 8° lugar
a nivel nacional y el 2° a nivel mundial (FAO, 2012). Para el afio 2012 se
reportaron 13,678.02 has sembradas en México (SIAP, 2014), algunas de ellas
afectadas por la presencia de enfermedades virales, las que constituyen uno de
los factores de mayor riesgo en la produccién ocasionando fuertes pérdidas
economicas, siendo estas de hasta el 100 % de pérdidas en la produccion. En
Guanajuato se ha detectado la presencia de CMV (Pérez et al., 2004), y el AMV se
ha reportado en semillas y plantulas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)
en Yucatan (Tun et al., 2007).

La obtencion de semilla de alta calidad es de vital importancia para
conservar y mejorar las variedades criollas ya que representan la base
fundamental de los recursos genéticos disponibles in situ para el mejoramiento
genético de la especie a corto y mediano plazo (Luna, 2010). Las semillas deben
satisfacer ciertas normas, las cuales son vigiladas para su cumplimiento por el
Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS). La
transmision de virus por semilla es un punto de partida idéneo para el
establecimiento y desarrollo epidémico de una enfermedad viral en campo; ya que
constituyen reservorios de virus y focos de dispersion secundaria de la
enfermedad, bien sea de manera mecanica o por vectores (Cordoba, 2010).

La termoterapia consiste en aplicar temperaturas que superan el punto de
inactivacion térmica de los virus, sin embargo la calidad fisiologica es afectada al
reducirse de manera drastica los porcentajes de germinacion, de ahi el
inconveniente de utilizar esta alternativa, sin embargo en la actualidad hay
técnicas que logran incrementar la calidad fisiolégica de las semillas, como el

acondicionamiento osmético.
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Por lo anterior es necesario producir semilla de chile de alta calidad y libre
de virus, con germinacion rapida y uniforme bajo diferentes condiciones
ambientales, por ello se deben utilizar técnicas que mejoren caracteristicas como
el acondicionamiento osmotico y la termoterapia. El objetivo del presente trabajo
fue producir semilla de chile poblano (C. annuum) de buena calidad sanitaria y
fisiolégica mediante la inactivacion de los virus AMV y CMV con termoterapia, y
posteriormente reparar y mejorar su calidad fisiolégica mediante

acondicionamiento osmético.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Localizacién del Experimento
El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Fitopatologia y en el
invernadero de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, Ejido palma de la Cruz Km. 14.5, Soledad de
Graciano Sanchez, San Luis Potosi, a 100°56’ de longitud oeste y 22°11’ de latitud

norte, con una altura de 1,850 metros sobre el nivel del mar.

2.2.2. Desarrollo del experimento

Esta investigacion comprende cuatro fases, la primera consisti6 en realizar
pruebas de calidad fisiolégica a semillas producidas por los agricultores de
Moctezuma y Villa de Arista, S.L.P. En la segunda fase se aplicdé termoterapia a
las semillas de chile poblano con el propdsito de inactivar los virus AMV y CMV;
luego se utilizd la técnica de acondicionamiento osmoético para regenerar las
estructuras que fueron dafadas por las elevadas temperaturas utilizadas durante
la fase anterior. Finalmente, se realizaron pruebas de calidad fisiolégica y sanitaria
para determinar la calidad de las semillas y plantas, estimando los porcentajes de
germinacion e incidencia de los virus AMV y CMV.

2.2.2.1. Pruebas de calidad fisiolégica inicial. Se determin¢ la calidad fisiologica
de la semilla de chile poblano criollo producida por los agricultores de Moctezuma
y Villa de Arista, S.L.P. Para tal efecto, se formé un compuesto balanceado con
semilla obtenida de ambos municipios y se emplearon 400 semillas colocadas en
grupos de 25, en cajas de Petri que contenian papel filtro como sustrato, se
regaron con agua destilada, y se colocaron en una camara de germinacion
Seedburo® calibrada a 29 °C + 1 °C. Durante esta prueba de germinacién se
realizaron dos conteos; el primero se tomé al 7° dia y el segundo al dia 14. Las
variables evaluadas fueron porcentaje de plantulas normales y anormales, y sobre
aquellas semillas que no emitieron radicula al finalizar este periodo de tiempo, se

realizd la prueba de viabilidad con tetrazolio para determinar el porcentaje de
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semillas muertas y latentes; el proceso consistio en realizar un corte transversal en
cada semilla y se colocaron en cajas Petri en una solucién de tetrazolio a una
concentracion de 0.1 % con agua destilada, las cuales se mantuvieron en
oscuridad durante 12 horas, las semillas cuyos embriones y cotiledones
coloreados por completo se consideraron latentes, y las no tedidas se
consideraron muertas (ISTA, 2004).

2.2.2.2. Termoterapia y acondicionamiento osmético. Durante la segunda y
tercera fase se aplicod termoterapia y priming sobre un grupo de semillas también
extraido del compuesto balanceado conformado por semilla producida en
Moctezuma y Villa de Arista, S.L.P. La termoterapia consisti6 en someter las
semillas de chile poblano criollo a 3 temperaturas (50 °C, 90 °C y 120 °C) durante
3 periodos de tiempo (60, 90 y 120 min) en un horno de secado Felisa®, para
inactivar los virus transmitidos por esta via y mejorar la calidad sanitaria (Cuadro
1). Una vez finalizada la termoterapia, se aplicé el tratamiento de
osmoacondicionamiento o priming, que consistid en sumergir las semillas en
soluciones de KNO3 a -1.01 y -2.02 MPa de presién durante 48 horas en frascos
de 25 ml, empleando una bomba de aire para oxigenar las semillas, al término del
tiempo se lavaron con agua corriente para eliminar los residuos de los agentes
utilizados durante el tratamiento, ademas se incluyé un testigo absoluto, mismo

qgue no recibié termoterapia, ni priming.
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Cuadro 1. Tratamientos de termoterapia y priming empleados en semilla de

chile para la inactivacion de los virus AMV y CMV.

Tratamiento Temperatura (°C)  Tiempo (min)  Presién osmaética (MPa)

1-3 50 60 0,-1.01y-2.02

4-6 50 90 0,-1.01y-2.02

7-9 50 120 0,-1.01y-2.02
10-12 90 60 0,-1.01y-2.02
13-15 90 90 0,-1.01y-2.02
16-18 90 120 0,-1.01y-2.02
19-21 120 60 0,-1.01y-2.02
22-24 120 90 0,-1.01y-2.02
25-27 120 120 0,-1.01y-2.02

28-29 Testigos - - -1.01y-2.02
30 Testigo absolu - - 0

El calculo de los potenciales osmoéticos se realizé mediante la ecuacion
propuesta por Wiggans y Gardner (1959).
G = (PVm)/(RT)
Donde:
G= Gramos de soluto
P= Presién osmética deseada
V= Volumen en litros
m= Peso molecular del soluto
R= Constante de los gases ideales, 8.25x1072 atm K™ mol

T= Temperatura a la que se prepara la solucion (°K).

2.2.2.3. Pruebas de calidad fisiolégica y sanitaria. Después de aplicar la
termoterapia y priming, se realizaron pruebas de calidad fisiologica para lo cual se

emplearon 100 semillas de cada uno de los tratamientos generados de la
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combinacién de termoterapia mas osmoacondicionamiento, ademas del testigo

absoluto, llevando a cabo el protocolo sugerido por el ISTA (2004).

Las variables evaluadas fueron peso seco por plantula y porcentaje de
plantulas normales. Paralelo a las pruebas de germinacion, se sembraron cinco
semillas de cada tratamiento las cuales fueron confinadas para impedir el acceso
de insectos vectores (afidos) colocadas en el interior de un invernadero. Al término
de la termoterapia y priming, y 60 dias después de emergidas las plantas se
tomaron muestras de tejido vegetal de cada una de ellas y se realizd la deteccion
de los virus AMV y CMV, para lo cual cada muestra se maceré en forma individual
en 2 ml de amortiguador de extraccion, para la deteccion de virus mediante la
prueba de ELISA con antisueros comerciales y fosfatasa alcalina. Los valores de
absorbancia de cada muestra se registraran en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 405 nm. La reaccion se considero positiva cuando la lectura

fue mayor al triple del promedio de los controles negativos (Sutula et al., 1986).

2.2.3. Diseiio experimental

El disefio experimental para las pruebas de calidad fisiologica fue completamente
al azar. Para ello se establecieron 100 semillas por cada tratamiento de
termoterapia con 4 repeticiones, colocadas en grupos de 25 en cajas de Petri.
Para el empleo de la técnica de priming se establecieron 3 tratamientos de 400
semillas cada uno con 4 repeticiones. Con los datos obtenidos se realizaron
analisis de varianza y posteriormente una comparacion de medias mediante la
prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS) o la prueba de Tukey (a = 0.05)
con el paquete estadistico SAS (2004).
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Segun los resultados obtenidos en las prueba de calidad fisiologica inicial, la
semilla de chile poblano criollo producida por los agricultores de Moctezuma y Villa
de Arista, S.L.P., fue de mala calidad fisiolégica, ya que el porcentaje de
germinacion no alcanzo el 10 % promedio de las cuatro repeticiones (Cuadro. 2),
valor inferior al porcentaje minimo (80 %) que debe poseer la semilla de acuerdo

con el SNICS para este cultivo.

Cuadro 2. Calidad fisiolégica en semilla de chile producida por agricultores de
Moctezuma y Villa de Arista, S.L.P.

Repeticion  Germinacion Plantulas Semillas
(%) anormales latentes (%)
1 0 0 100
2 7 1 92
3 22 7 71
4 8 2 90
Promedio 9.25 2.5 88.25

El bajo porcentaje de germinacion se puede atribuir a que la cubierta de las
semillas constituye una barrera impermeable al agua y a los gases, o ejercen una
resistencia fisica a la expansion del embrion, que impide la germinacién (Bewley y
Black, 1994); otro factor determinante es la calidad de la semilla, grado de
madurez y tiempo de maduracion de la semilla después de la cosecha, el cual
generalmente coincide con el inicio de cambio de coloracion de los frutos (Carrillo
et al., 2009), por ello se deben cosechar los frutos cuando toman de una
coloracion rojiza-café, indicador de haber alcanzado su madurez fisiolégica y la
semilla su maxima calidad fisiologica, sin embargo la pigmentaciéon que coincide
con tal calidad puede variar con el genotipo, condiciones agroclimaticas y el

manejo.
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La calidad fisiologica de la semilla medida a través de la viabilidad,
germinacién y vigor, es un factor determinante en la produccion (Mora et al.,
2004), por ello se realiz6 la prueba de viabilidad con tetrazolio, cuyo porcentaje de
latencia en las 400 semillas fue del 91% (Cuadro. 2) esto es debido a una serie de
cambios en el tiempo que afectan funciones vitales y desempefio, hasta causar su
muerte (Bradford, 1986), por lo cual la calidad disminuye con el tiempo y la tasa de
deterioro varia en diferentes especies y depende de las condiciones ambientales
durante el almacenamiento y el tiempo que permanezcan asi (Chiu et al., 2002).

En la germinacion de semillas de chile inciden diversos factores,
destacando la necesidad de humedad y aireacién, asi como un rango térmico
entre 20 y 30 °C (ISTA, 2004), donde la germinacion es mas rapida a esta ultima
temperatura, mientras que a temperaturas de 35 °C o mayores ya no hay
germinacién. La presencia o ausencia de luz no es un factor para la germinacion
(Bosland y Votava, 2000), las semillas son estructuras complejas y la testa resulta
ser un componente de proteccion que controla de cierta forma la germinacion
(Blasiak et al., 2006).

Con respecto a la segunda fase, referida a la aplicacion de tratamientos de
temperatura, los mayores porcentajes de germinacién se obtuvieron en los
tratamientos 18, 5, 12, 11, 29 y 28; mientras que los tratamientos 19, 21, 22, 23,
24, 25 y 26 mostraron 0 % de germinacion. Esto es debido a que las semillas
estuvieron expuestas a una temperatura de 120 °C comparadas con las primeras
entre 50 °C y 90 °C a diferentes intervalos de tiempo (Cuadro 3). Paylan et al.
(2014) obtuvieron una disminucién del 12 % al 27 % en la carga viral de CMV en
semillas de chile y otras hortalizas, al ser expuestas a altas temperaturas. Sin
embargo también observaron dafios en la semilla causando un bajo porcentaje de
germinacioén. Ling (2010) empled tratamientos térmicos a 48 °C y 80 °C durante 72
horas, lo cual resulté efectivo para reducir la infeccion de virus del mosaico del
pepino dulce (PepMV) sin perjudicar la germinacion. En otro estudio se aplicé

tanto a semillas como a plantulas una temperatura de 80 °C por 24 horas y 74 °C
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durante 40 horas, logrando con ello eliminar el PepMV en plantulas pero no en

semillas, no afectando el porcentaje de germinacion (Cérdoba et al., 2010).

Cuadro 3. Porcentajes de germinacion y peso seco de plantulas de chile
procedentes de semillas sometidas a termoterapia y
osmoacondicionamiento.

Trata. Temp. Tiempo Presion  Germinaciéon Peso seco

(°C) (min)  (MPa) (%) (mg)
18 90 120 -2.02 42 a 30.7ab
5 50 90 -1.01 40ab 325a
12 90 60 -2.02 38ab 29.1abc
11 90 60 -1.01 36bc 224 abcdef
29 - -2.02 36bc 26.1abcd
28 - -1.01 36bc 84defg
17 90 120 -1.01 36bc 31.5a
9 50 120 -2.02 32c¢ 110bcdefg
4 50 90 0 24d 94cdefg
6 50 90 -2.02 22de 196abcdefg
14 90 90 -1.01 22de 139abcdefg
3 50 60 -2.02 20def 240abcde
2 50 60 -1.01 20def 223abcdef
8 50 120 -1.01 18 ef 174abcdefg
10 90 60 0 18 ef 89cdefg
20 120 60 -1.01 16fg 0.0g
16 90 120 0 16fg 202abcdef
30 - - - 12gh 28fg
7 50 120 - 10hi 13.3abcdefg
15 90 90 -2.02 8hij 142abcdefg
1 50 60 - 8hij 1M1.2bcdefg
13 90 90 - 6ij 13.5abcdefg
27 120 120 -2.02 4k 0.0g
26 120 120 -1.01 Ok 0.0g
21 120 60 -2.02 Ok 0.0g
22 120 60 - Ok 0.0g
25 120 120 - Ok 0.0g
19 120 60 - Ok 0.0g
23 120 90 -1.01 Ok 0.0g
24 120 90 -2.02 Ok 42fg
DMS 0.05 4.5575 20.2

Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente (a=0.05)
DMS: Diferencia minima significativa

El tratamiento 18 mostré el mayor porcentaje de germinacién con un 42 %,

lo que indica que la semilla a pesar de haber sido dafiada por la termoterapia
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aplicada de 90°C durante 120 min fue regenerada por el priming u
osmoacondicionamiento con KNO3 a -2.02 MPa; este tratamiento es promisorio
para mejorar la germinacion de las semillas, especialmente en las hortalizas
(Bittencourt et al., 2004).

Otro buen tratamiento resulté el cinco (50 °C durante 90 min,
osmoacondicionada a -1.01 MPa seguido del tratamiento 12 (90 °C 60 min a -2.02
MPa); estos tratamientos resultaron ser buenas alternativas para mejorar la
calidad fisiolégica en semillas que han recibido termoterapia para inactivar virus
transmitidos por esta via, ya que los porcentajes de germinacion se lograron

incrementar hasta en un 30 %.

El incremento en la uniformidad y porcentaje de germinacion obtenido en la
mayoria de los tratamientos, es debido a que el priming regula la velocidad de
entrada de agua a la semilla, lo cual permite regeneracion de membranas y
paredes celulares en semillas danadas, por lo tanto este gradiente afecta la
cinética de la inhibicion (Parera y Cantliffe, 1994), y con ello el potencial hidrico en
semillas al permitir el paso del agua al embrion a través de las paredes celulares
de la cubierta seminal, siempre a favor de un gradiente de potencial hidrico
(Camacho, 1994), por lo que a una concentracién determinada por un periodo
dado; hidrata la semilla, se activa su metabolismo en forma controlada, de tal
manera que la germinacién no ocurre (Bradford, 1986); con este proceso se logré
activacién del metabolismo, incremento de la respiracion, degradacion de tejidos
de reserva y asimilacion, crecimiento del embrién, inhibicion, elongacién de células
y emergencia de la radicula (Lopez, 2005), sin que ocurriera la protrusion de ésta,
ya que de haber ocurrido durante el priming el embridon habria muerto debido a la
entrada de iones del agente quimico utilizado en esta investigacion, KNO3; (Mora
et al., 2004; Parera y Cantliffe, 1994).

Se demostré un aumento en los porcentajes de germinacion en semillas

osmoacondicionadas con respecto a las semillas sin este tratamiento. Por otra
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parte, las semillas osmoacondicionadas post-termoterapia, mostraron mayor
calidad fisiolégica, ya que se logré reparar el dafo provocado por las altas
temperaturas (Parera y Cantliffe, 1994) a las cuales fueron sometidas durante la

termoterapia para inactivar los virus AMV y CMV.

Los efectos del priming (reparacion del ADN y ARN dafiados, preparacion
para la division celular y el aumento de la actividad antioxidante) estan
involucrados en los resultados del tratamiento en una medida que no esta
totalmente comprobado en la literatura (Girolamo y Barbanti, 2012). Por ello
resulta importante realizar pruebas de calidad fisioldgica y sanitaria. Estas pruebas
son necesarias, ya que ademas de producir semilla libre de virus, se debe obtener
semilla de calidad que aumente la producciéon en campo con menor cantidad de
semilla, obtener una mayor tolerancia a la desecacion, mayor movilidad de
sustancias de reserva y la habilidad de programar la fase de germinacién en el
momento con mejores condiciones ambientales; son factores en la sobrevivencia

de muchas especies (Ayala, 2012).

Los analisis de varianza mostraron que los tratamientos de termoterapia y
priming tuvieron efectos sobre la calidad fisiolégica de la semilla de chile poblano
(datos no mostrados), al presentarse diferencias estadisticas en las variables
porcentaje de germinacioén y porcentajes de plantulas libres de los virus AMV y
CMV. Los coeficientes de variacion en todas las variables evaluadas fueron bajos

(15 %), lo cual denota homogeneidad de datos y confiabilidad en los resultados.

La calidad de la semilla comprende varios atributos deseables como su
capacidad de establecerse en campo, su poder de germinacion y vigor apropiado
(Basra, 1995). Kmetz-Gonzalez y Struve (2000) mencionaron que el priming de las
semillas generalmente incrementa el porcentaje final de germinacion, lo cual
ocurrié en este trabajo de investigacion, ya que la semilla asi tratada supera
estadisticamente al porcentaje de germinaciéon del testigo absoluto cuyo valor

promedio fué del 36 %, mientras que semillas sometidas a la temperatura de 90 °C
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durante 120 min y priming de -2.02 MPa (tratamiento 18), alcanzaron el 42 % de
germinacion. El tratamiento 18 logro inactivar los virus AMV y CMV, ademas de
generar el mayor porcentaje de germinacion con un 42 % y peso seco (Cuadro 3),
lo que indica que la semilla a pesar de haber sido danada por la termoterapia fue

regenerada por el osmoacondicionamiento con KNO3; a -2.02 MPa.

Se demostréo un aumento en los porcentajes de germinacion en semillas
sometidas a osmoacondicionamiento, respecto de las semillas control. Estas
pruebas fueron necesarias, ya que ademas de producir semillas libre de virus, se
deben obtener semillas de calidad que aumenten la produccidon en campo, mayor
tolerancia a la desecacion y movilidad de sustancias de reserva, adicionando la
habilidad de programar la fase de germinacion en el momento con mejores

condiciones ambientales (Ayala, 2012).

Aplicar termoterapia a semilla de pimiento en valores de 50 °C 60 min, 90
°C 90 min y 90 °C 120 min logré inactivar los virus AMV y CMV (Cuadro 4). Wang
et al. (2008) indican que existe una estrecha relacion entre la temperatura y el
silenciamiento de ARN que parece actuar como un medio para aumentar la
degradacion de ARN del virus. El osmoacondicionamiento a -2.02 MPa es de bajo
costo y riesgo para la semilla, ademas de mejorar la uniformidad, calidad
fisiolégica y tolerancia de las plantulas en ambientes estresantes (Ashraf y Foolad,
2005), siendo de facil adquisicion para los productores, ademas de aumentar el
rendimiento de los cultivos y mejorar la su tolerancia al estrés abiético (Nawaz et
al., 2013).
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Cuadro 4. Deteccién de los virus AMV y CMV en plantulas procedentes de

semillas de pimiento sometidas a termoterapia y osmoacondicionamiento.

Trata. Descripcién Deteccidn virus en plantulas (%)
AMV CMV  Libres de virus
50 °C/60 min 0.00c 0.00d 100.00 a
50 °C/90 min 56.66 b 58.33 ¢ 56.66 b
50 °C/120 min 0.00c 50.00 b c 50.00 b
12 90 °C/60 min 83.33a 100.00 a 0.00c
15 90 °C/90 min 0.00c 0.00d 100.00 a
18 90 °C/120 min 0.00c 0.00d 100.00 a
21 120 °C/60 min 50.00 b 50.00 b c 50.00 b
24 120 °C/90 min 83.33 a 83.83ab 16.66 c
27 120 °C/120 min 0.00c 43.33 ¢ 56.66 b
Testigo - 100.00 a 83.33ab 0.00c
DMS 0.05 37.34 38.08 27.44

Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente; DMS = Diferencia
minima significativa. CMV: Cucumber mosaic cucumovirus (Virus mosaico del pepino); AMV: Alfalfa

mosaic alfamovirus (Virus mosaico de la alfalfa).

La incidencia de semillas infectadas con virus es un factor importante para
su dispersion de una regién a otra (Johansen et al., 1994), ya que pueden
permanecer activos de uno a cinco afos (Kado y Agrawal, 1972), lo que es una
estrategia para perpetuarse, incluso provocar pérdida total en la produccién de
chile poblano, sobre todo al considerar que los sistemas de produccion de semilla
en esta especie se basan en eliminar de los lotes so6lo aquellas plantas que
muestran sintomas de virosis (Martinez et al., 2004), sin tomar en cuenta la
existencia de plantas asintomaticas en alto porcentaje; de ahi que no se garantiza
su sanidad, por el contrario se sigue contribuyendo a la dispersion de los virus en

forma incontrolada ciclo tras ciclo en las regiones productoras.
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De acuerdo con Sutié¢ et al. (1999), la infeccion por AMV retarda el
crecimiento de las plantas, reduce la floracion y amarre de frutos; lo cual coincide
con los dafos observados en las plantas de chile poblano. En general, los virus
hacen que disminuya la fotosintesis de la planta al reducir el nivel de la clorofila

por hoja, la eficacia que tiene esta molécula fotosintética y el area foliar por planta.

Comunmente los virus disminuyen la cantidad de sustancias reguladoras
del crecimiento (hormonas) de la planta, al inducir un aumento en las sustancias
inhibidoras del crecimiento. La disminucién de nitrégeno soluble durante la rapida
sintesis del virus es un fendmeno comun en las enfermedades virales de las
plantas, y en el caso de los mosaicos el nivel de los carbohidratos en los tejidos de

la planta disminuye en forma drastica (Agrios, 2005).
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2.4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que la aplicacion de termoterapia y
osmoacondicionamiento incrementaron la calidad fisiolégica y sanitaria de la
semilla de chile poblano, al inactivar los virus AMV y CMV e incrementar el

porcentaje de germinacion.

El mejor tratamiento para incrementar la calidad fisiolégica y sanitaria de la
semilla de chile poblano consistié en aplicar termoterapia a 90 °C durante 120 min
y posterior priming con KNOs3 a -2.02 MPa de presion osmatica durante 48 horas,
al obtener un 42 % de germinacion e inactivar el AMV y el CMV, valor que supera
estadisticamente al resto de los tratamientos y al testigo absoluto, cuyo porcentaje
de germinacion obtenido fue del 36 % y resultd infectado por ambos virus. Tres
tratamientos de termoterapia, 50 °C durante 60 min, 90 °C durante 90 min y 90 °C
durante 120 min a -2.02 MPa con KNOs3, lograron eliminar de manera simultanea
los virus AMV y CMV. Ademas de influir en la obtencion de un 42 % de

germinacion.
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CAPIiTULO 3
APLICACION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIVIRAL EN LA
PRODUCCION Y CALIDAD DE SEMILLA DE CHILE POBLANO (Capsicum
annuum L.) EN INVERNADERO

RESUMEN

Se evalud el efecto de la aplicacion del producto antiviral comercial Q-Virus®,
ademas del acido acetil salicilico y miel de abeja, en el crecimiento y produccion
de frutos y en la calidad de semillas de chile poblano (Capsicum annuum L.) bajo
condiciones de invernadero. Se inocularon de forma mecanica plantas de chile
poblano variedad criolla, con los virus AMV y CMV a partir de plantas infectadas, y
se observo la expresion de sintomas durante 3 meses. Con la aplicacion semanal
de miel al 0.2 %, se obtuvieron los mejores resultados en el incremento de la
altura de plantas; numero, tamafo y peso de frutos, seguido por el tratamiento a
base de Q-Virus® al 0.3 %. El acido acetil salicilico en 500 ppm provocé aborto de
flores y una baja produccion de frutos. Las semillas obtenidas en los 3
tratamientos estuvieron libres de los virus AMV y CMV. El tratamiento con miel de
abeja también influyé en una mejor calidad fisiologica de la semilla comparada con
el resto de los tratamientos.

Palabras clave: pimiento, AMV, CMV y antivirales.
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the effect of an antiviral commercial
product Q-Virus®, acetylsalicylic acid (ASA) and honey bee, in the growth, fruit
production and seed quality of “poblano” pepper (Capsicum annuum L.), under
greenhouse conditions. We inoculated mechanically pepper plants with the viruses
AMV and CMV from infected plants, and observed their behavior during three
months. With weekly application of 0.2 % of honey we had the best results in the
plant height increase, and number, size and weight of fruits. The second position
was for the 0.3 % of Q-Virus®, while 500 ppm of ASA produce flower abortion and
a reduction of fruit production. Seeds obtained with the treatments were AMV and
CMV free. Honey bee treatment improve physiological quality of the seeds
compared with the others treatments.

Keywords: pepper, AMV, CMV and antivirals.
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3.1. INTRODUCCION

Dos de los virus mas comunes del pimiento (Capsicum annuum L.) son el virus del
mosaico de la alfalfa (AMV) y el virus del mosaico del pepino (CMV) los cuales son
confundidos habitualmente con otros agentes fitopatdgenos ya que la expresion
visual de sus sintomas depende en gran medida de las condiciones del medio
donde se encuentren y del manejo que se le da al cultivo. Estos virus son
transmitidos a través de semillas hasta en un 69 % (Tun et al., 2007). Las
enfermedades que ocasionan estos virus reducen el rendimiento de la planta y
provocan una pérdida del potencial productivo. El empleo de acido acetil salicilico
(AAS) puede disminuir el dafo provocado por agentes virales en las plantas,
existen evidencias que indican que actua como una sefal endbégena que
desencadena la resistencia sistémica adquirida (RSA), incluso aplicado en
ausencia del estrés (Ward et al., 1991), por ello han surgido productos comerciales
a base de AAS, yodo y miel, entre otros, con el objetivo de combatir y controlar

con éxito plantas de chile infectadas.

El fendbmeno RSA confiere resistencia a la planta a una infeccidon
secundaria por patdégenos biotroficos, necrotroficos y hemibiotréficos; y se
presenta en la mayoria de las plantas; sin embargo, el tiempo y nivel de proteccién
depende de la especie vegetal. La induccion de RSA ocurre en dos etapas, en una
primera etapa la planta reconoce al patégeno e induce las respuestas locales de
defensa a través de cascadas de sefalizacion que conllevan a la acumulacion
intracelular de acido salicilico (AS). Esta acumulacién induce el aumento de los
niveles de especies reactivas del oxigeno y expresion de genes relacionados con
la patogenicidad. Esta respuesta local promueve la segunda etapa de RSA que es
la induccién de resistencia en el tejido sistémico alejado del punto de infeccion, en
la RSA hay una estrecha relacion entre el AS, el acido jasmodnico, las auxinas y el
etileno (Diaz, 2012).
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El AAS es un agente inductor de resistencia en las plantas; Maldonado et
al. (2008) evaluaron su efecto en la infeccion causada por el virus CMV en
Cucurbita pepo var. Zucchini grey, y observaron que el AAS no afectd la
concentracion de CMV en plantas de calabacita pero la aplicacion foliar

incrementod el peso de biomasa fresca.

El Q-Virus® es un producto comercial en el mercado agricola que incorpora
las formas moleculares del yodo que presentan actividad antiviral, hecho con base
en yodo libre y extractos organicos. De acuerdo con el fabricante (Quimcasa,
2015) los efectos del producto son promover la reaccion fisiologica de la planta y

ademas inhibir la replicacion viral.

El yodo presenta actividad frente a bacterias, mohos, levaduras, protozoos
y muchos virus. De todos los antisépticos recomendados para su uso directo en
los seres humanos y animales, el yodo es capaz de matar todas las clases de
agentes patogénicos. Se ha comprobado que la aplicacion exégena de yodo en
programas de biofortificacion en forma de 103, incrementa la capacidad
antioxidante de plantas de lechuga al producir una estimulacion de la actividad de
las principales enzimas detoxificadoras de especies reactivas de oxigeno (Blasco
et al., 2010).

Basado en los antecedentes anteriores, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de productos con actividad antiviral en la produccion de fruto y
calidad de semilla de pimiento, C. annuum L. variedad criolla, infectada con los
virus AMV y CMV, utilizando los productos comerciales Q-Virus® al 0.3 %, acido

acetil salicilico 500 ppm y miel de abeja al 0.2 %, bajo condiciones de invernadero.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Localizacién del Experimento
La investigacion se desarroll6 en el invernadero de Parasitologia de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, Ejido
palma de la Cruz Km. 14.5, de la carretera San Luis Potosi (S.L.P.)-Matehuala a
100°56’ de longitud oeste y 22°11’ de latitud norte, con una altura de 1,850 metros
sobre el nivel del mar, en el municipio Soledad de Graciano Sanchez, S.L.P. En el

invernadero se tuvieron condiciones de temperatura variable entre 20 °C y 35 °C.

3.2.2. Desarrollo del Experimento
Se utilizé semilla de chile poblano criollo, adquirida con agricultores de Moctezuma
y Villa de Arista, S.L.P., con lo cual se establecieron cuatro tratamientos bajo un
diseno de bloques completos al azar con tres repeticiones. Las plantulas
emergidas de las semillas fueron inoculadas de forma mecanica con los virus AMV
y CMV, a partir de un macerado de plantas de chile positivas a estos virus. Los
tratamientos evaluados fueron la aplicacién de miel de colmena Carlota® al 0.2 %,
Q-Virus® al 0.3 % (Qimcasa), 500 ppm de acido acetil salicilico (AAS) obtenido a
partir de aspirinas® (Bayer) y el tratamiento control que consisti6 en no aplicar
nada. La frecuencia de las aplicaciones fue semanal durante tres meses. Para la
elaboracién de cada una de las soluciones se emple6 agua destilada. Para la
preparacion del tratamiento de miel al 0.2 % se emplearon 2 ml en un litro de agua
destilada, para el Q-Virus® se disolvieron 3 ml en un litro de agua destilada de
acuerdo con la recomendacion del fabricante, y en el caso del AAS se disolvieron
500 mg en un litro de agua destilada. Previo a la cosecha, se midio la altura de
planta, longitud y numero de frutos, y luego de la madurez los frutos fueron
cortados, contados y pesados para posteriormente ser colocados a temperatura
ambiente en condiciones de baja humedad relativa para su secado y extraccion de

semilla.
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Se realiz6é un analisis de 12 muestras de semilla con 10-20 semillas cada
unidad experimental para la deteccion de los virus AMV y CMV mediante un
ensayo de inmunoadsorcion ligada a enzima (ELISA), ademas de RT-PCR y RT-
PCR en tiempo real. Para las pruebas ELISA se usaron antisueros comerciales de
la compania Agdia® siguiendo el protocolo recomendado por la compafiia. Para la
prueba de RT-PCR para el virus CMV se adapté un protocolo utilizando los
primers reportados por Panno et al. (2012) cuyas secuencias son: CMV-1 5-att
aac cac cca acc ttt g-3' y CMV-2 5'-tgg gaa tgc gtt ggt gct ¢-3’ las cuales amplifican
un producto de 480 pares de bases (pb); y en el caso del virus AMV se utilizaron
los primers de Xu y Nie (2006) cuyas secuencias son: AMV-F 5'-cca tca tga gtt ctt
cac aaa ag-3' y AMV-R 5'-tcg tca cgt cat cag tga gac-3' las cuales amplifican un
producto de 351 pb. En ambos casos, las reacciones de RT-PCR se hicieron en
dos pasos, en el primero de ellos se calentaron 3 yL de ARN a 65 °C durante 3
minutos y se colocaron en hielo 2 minutos. Se preparé una mezcla con 2 pL de
buffer M-MLV (Promega®), 0.2 mM de cada uno de los 4 desoxinucledtidos
trifosfatados, 5 unidades de RNasin (Promega), 100 unidades de la enzima M-
MLV (Promega), 1 uM del primer reverso CMV-2 o AMV-R, segun el caso, y se
completd a 7.5 pL con agua grado mili-Q. Posteriormente se incubd 42 °C durante
una hora y a 94 °C durante 2 min. El segundo paso o PCR consistio en la
aplicacién de solucién amortiguadora de PCR a una concentracion 1X, 2 mM de
MgCl,, 0.2 mM de cada uno de los 4 desoxinucleétidos trifosfatados, 1 uM de cada
uno de los primers CMV-1/CMV-2 o AMV-R/AMV-F, 1 unidad de la enzima go-Taq
DNA polimerasa (Promega), 3 yL de DNA complementario, y se completé a 25 yL
con agua grado mili-Q. Las muestras se colocaron en el termociclador a las
temperaturas 95-50-72 grados centigrados durante 30 seg en cada una de ellas y
el proceso se repitido 40 veces, con una extension final a 72 °C 5 min para el caso
del virus CMV; y 94 °C 5 min seguido de las temperaturas 95-58-72 durante 30°-
307-30” 35 ciclos y una extensién final a 72 °C durante 7 min para el caso de AMV.
Se observaron los productos obtenidos en un gel de agarosa al 1.5 % y se

observaron en un transiluminador de luz UV (Labnet®).
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La RT-PCR en tiempo real se realizd utilizado el kit iQ-SYBR-Green
supermix® (Biorad) a una concentracién 1X adicionado de 1 uM de cada uno de
los primers CMV-1/CMV-2, 2 yL de ADN y se completé a 20 yL con agua grado
mili-Q. Se utilizé el programa térmico 95 °C 5 min, seguido de 35 ciclos de 95-58
durante 10" y 30".

Las pruebas sobre calidad fisiolégica de las semillas se hicieron de la
siguiente manera: se determinaron los porcentajes de germinacion en semilla,
para ello se emplearon 400 semillas colocadas en grupos de 10 en cajas de Petri
que contenian papel filtro como sustrato y se regaron periédicamente con agua
destilada y se introdujeron en una camara de germinacion Seedburo® calibrada a
29 °C £ 1 °C. Durante esta prueba de germinacién se realizaron dos conteos, el
primero se tomo al séptimo dia y el segundo al dia 14. Las variables evaluadas
fueron porcentaje de plantulas normales y anormales, y sobre aquellas semillas
que no emitieron radicula al finalizar este lapso se realiz6 la prueba de viabilidad
con tetrazolio para determinar el porcentaje de semillas muertas y latentes; el
proceso consistid en realizar un corte transversal en cada semilla y se colocaron
en cajas Petri, en una solucion de tetrazolio a una concentracion de 0.1 % con
agua destilada, las cuales se mantuvieron en oscuridad durante 12 horas, las
semillas cuyos embriones y cotiledones colorearon por completo se consideraron

latentes, y las no tenidas se consideraron muertas (ISTA, 2004).
Con los datos obtenidos se realizaron analisis de varianza y posteriormente

una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (a = 0.05) con el

paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System, 2004).
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En general, la aplicacion de miel al 0.2 % y Q-Virus® al 0.3 %, permitieron un buen
desarrollo, crecimiento y floracién de las plantas de chile poblano, asi como
apariencia vigorosa, también fue notoria la reduccién de sintomas y disminucion
de dafios y deformaciones en hojas y frutos provocada por la presencia de los
virus AMV y CMV.

3.3.1. Crecimiento y produccion de chile poblano
En las cuatro variables analizadas, hubo diferencia estadistica significativa al nivel
0a=0.05. La aplicacién de miel al 0.2 % en plantas de pimiento tuvo los mayores
efectos en la altura de planta, numero, tamafo y peso de frutos, seguido por el Q-
Virus®. Aunque las plantas en donde se aplicé el tratamiento con AAS tuvieron
buen crecimiento (altura de plantas), la produccion de frutos fue baja debido a que
hubo aborto de flores durante todo el ciclo, y las hojas presentaron quemaduras en

comparacién con el tratamiento control (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto promedio de los tratamientos en el crecimiento y produccion de

chile poblano con aplicacién de antivirales y otras sustancias.

Altura de Numero de Longitud de Peso de
Tratamiento planta’ (cm) frutos/planta frutos' (cm)  fruto' (g)
Miel al 0.2 % 131 a 12.33 a 13.33 a 33.92 a
Q-Virus © 0.3 % 119 ¢ 9.33 b 12.33 a 31.78 b
AAS 500 ppm 124 b 1.00 c 716 b 27.21 ¢
Control 84 d 8.66 b 6.33 b 20.16 d
DMS 2.6147 1.8489 1.36 0.6123

" Promedio de 10 repeticiones
Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente (a= 0.05)

DMS = Diferencia minima significativa.
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Se sabe que el Q-Virus® bloquea de manera temporal el abasto de
sustratos basicos, principalmente aminoacidos, necesarios para la replicacion viral
y es por ello que una vez que el agente viral ha infectado el tejido vegetal se
requiere de un programa de aplicaciones continuo cada ocho dias durante todo el
ciclo hasta llegar a madurez de frutos con el objetivo de conservar el bloqueo de
dichos aminoacidos, lo cual permitiria que las plantas infectadas por AMV y CMV
puedan continuar su desarrollo y crecimiento de una manera casi normal, llegando
a niveles de produccién satisfactorios y generando frutos de buen tamafio y
calidad, aunado a que al haber una reduccion en la acumulacién de iones toxicos
logrados con la aplicacion de 103. Leyva et al. (2011) obtuvieron un aumento de
biomasa significativo a partir de 20 uM de 10. El producto Q-Virus® tiene un mejor
efecto como preventivo que como curativo, por ello se recomienda su aplicacion

con cierta periodicidad a partir de etapas tempranas.

Las plantas tratadas con AAS se mantuvieron vigorosas y sanas, debido a
que posiblemente desarrollaron una RSA, lo cual le da resistencia en el tejido
sistémico alejado del punto de infeccion (Diaz, 2012), confiriendo una proteccién a
una gran variedad de patégenos. Naylor et al. (1998) encontraron que aplicaciones
exdgenas de AS inhibieron la replicacion de CMV e interfirieron en el movimiento
de este en la planta; Maldonado et al. (2008) observé un incremento en el
crecimiento de las plantas. Asi mismo la miel de abeja, sefiala Villegas et al.
(2001) aplicada al follaje en plantas de jitomate provoca un incremento en la altura
de la planta de 48 a 138.4 %. La incorporacion de éste producto en los programas

fitosanitarios permite bajar el grado de infeccion de enfermedades de tipo viral.

3.3.2. Deteccion de AMV y CMV
El ensayo ELISA realizado con antisueros especificos a los virus resulté negativo
para las 12 muestras (4 tratamientos con 3 repeticiones) con lecturas de
absorbancia que no lograron superar al triple del control negativo (datos no
mostrados). Debido a la posibilidad de una baja sensibilidad de la prueba, se

realizaron los RT-PCR convencional y en tiempo real con los mismos resultados.
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La figura 1 muestra la amplificacion por RT-PCR punto final en las
muestras. Para el caso del virus CMV (Fig. 1A), a pesar de la observacion de un
bandeo generalizado en todas las muestras al comparar con el control positivo se
nota que los fragmentos amplificados en el resto de las muestras no coincide con
la talla esperada de 480 pb, ademas de que hay bandeo inespecifico. La
inespecificidad de los productos de PCR también fue corroborada por
secuenciacion de ADN. En el caso de la amplificacion del ARN del virus AMV

todas las muestras salieron negativas (Fig. 1B).

M 1234567 8 9101112T-T+ 1234567 89101112T-T+T+M

Figura 1. Amplificacion por RT-PCR de los virus CMV (A) y AMV (B) de muestras

de semilla de chile poblano sometido a aplicaciones de sustancias antivirales.

En la figura 2 se aprecian los resultados del ensayo de RT-PCR en tiempo
real para el virus CMV. Todas las muestras resultaron negativas considerando que
el control positivo super6 el umbral en el ciclo 15, y en nuestro protocolo
consideramos muestras positivas aquellas que rebasen el umbral antes del ciclo
25.
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; ; ! : ; 201 |SYBR  Unkndl 27.34
202 SYBR  UnknD3 2918
| BOT  SYER  UnknD2 28.23
B2 SYBR  Unkn0 29.04
| CO1 SYER  Unknd3 716 |=
| co2 SYBR Unkndl 2813
DO SYBR Unkndd 26T
| DI2 SYBR  Unkna2 30.20
| EO1 SYER  UnknD5 2764 |
(|ED2 SYBR  Unkn13 29.45
CFO1 SYBR  Unkndt 29.28
| Fiz SYBR  PosCul 15.02

Figura 2. RT-PCR en tiempo real para la deteccion del virus CMV en muestras de
semilla de pimiento sometidas a la aplicacién de sustancias antivirales. A. Curva
de amplificacion con SYBR-Green, B. Valores umbral (Ct) y C. Croquis de

distribucion de muestras.

Como puede observarse en los resultados anteriores, se logré la obtencion
de semilla libre de los virus AMV y CMV con la aplicacion de los tratamientos
utilizados, sin embargo no puede decirse que dichos tratamientos hayan
inactivado o eliminado a estos virus debido a que en el tratamiento control, con
aplicacién de agua solamente, tampoco se detectaron los virus en estudio. A pesar
de la inoculacion realizada con los virus AMV y CMV, es probable que no hubiera
adquisicion de los virus por las plantas, ya sea por una deficiente inoculacién o por

las condiciones ambientales prevalecientes en el invernadero.
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3.3.3. Calidad Fisiologica de Semillas
Con respecto a las pruebas de calidad fisiologica de la semilla, se obtuvieron
resultados favorables con la aplicacion de miel al 0.2 % (Cuadro 6). Destaca el
peso volumétrico obtenido de 102.25 g y el 87 % de germinacion, asi como un
menor porcentaje de plantulas anormales, semillas muertas y latentes, mientras
que el tratamiento control tuvo un menor porcentaje de germinacion y mayor
porcentaje en plantulas anormales y semillas latentes seguido por el tratamiento
con AAS, asi mismo se puede observar que la aplicacion de Q-Virus® tuvo mayor

porcentaje de semillas muertas.

Cuadro 6. Efecto de la aplicacion de sustancias con actividad antiviral en la

calidad fisiolégica de semillas de pimiento.

Tratamiento Peso de Peso Germinacion Plantulas Semillas  Semillas
1000 Volumétrico (%) anormales muertas latentes
semillas (g) (%) (%) (%)
Miel al 2 % 10.22 a 102.25 a 87.08 a 3.75d 1.25¢ 041c
Q-Virus® 7.98b 79.83 b 62.08 b 14.16 c 21.66 a 291¢
AAS 500 ppm 6.09 c 60.91c 51.66 b 21.66b 19.16 ab 750D
Control 7.15bc 71.58 be 11.00 c 29.08 a 12.83b 47.08 a
DMS 1.32 13.21 17.05 6.10 8.39 4.48

Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente (a= 0.05);

DMS = Diferencia minima significativa.
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3.4. CONCLUSIONES

La aplicacién de miel al 0.2 % generd un 56 % de mayor crecimiento de plantas de
pimiento, y un 70 % mas en produccion de frutos con respecto al tratamiento
control sin aplicacién. EI AAS tuvo efectos negativos. La semilla obtenida con los 3
tratamientos fue de buena calidad fisiolégica y no se detectaron a los virus AMV y
CMV.
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