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RESUMEN

ABSTRACT

San Luis Potosi patrticipa con el 45 % de la produccién nacional de chile
poblano (Capsicum annuum L.); no obstante, se tienen rendimientos
bajos debido a que el 80 % de la semilla utilizada es criolla, producida por
los agricultores, que resulta de mala calidad fisica, fisiolégica, genética
y sanitaria, ya que los virus AMV y CMV se transmiten por esta via, de
ahi que se requiera de 1,2 kg de semilla para establecer una hectarea
con 30 000 plantas. En el presente trabajo se aplicé termoterapia para
inactivar los virus AMV y CMV seguido de osmoacondicionamiento.
Posterior a estos tratamientos las semillas se sembraron en invernadero
libre de insectos vectores y se realizé la prueba de deteccion de virus
en las plantulas obtenidas. Los resultados indican que aplicar termote-
rapia a 90 °C durante 120 min mas osmoacondicionamiento a —20 atm
durante 48 h mostré un mayor porcentaje de germinacion (42 %), lo
cual indica mayor calidad fisiolégica comparada con el testigo absoluto,
sin aplicacion de KNO,, cuyo porcentaje de germinacion fue del 12 %,
demostrando asi la mala calidad fisiologica de la semilla cosechada, la
que ademas no cumple con las normas establecidas por el SNICS. En
la prueba de deteccioén de virus en plantulas se aplicé termoterapia en
la semilla en valores de 50 °C durante 60 min, 90 °C durante 90 min y
90 °C durante 120 min, con lo cual se logré inactivar ambos virus (AMV
y CMV), obteniendo asi plantas libres de estos fitopatégenos.

Palabras claves: Termoterapia, osmoacondicionamiento, AMV, CMV,
porcentaje de germinacion

San Luis Potosi participates with 45 % of the national production of po-
blano chile Capsicum annuum L; however they have low yields because
80 % of the seed used is Creole, produced by farmers, resulting from
poor physical, physiological, genetic and sanitary quality, as the AMV
and CMV viruses are transmitted by this route, hence it requires 1.2 kg
of seed to establish an hectare with 30 000 plants. In this paper thermo-
therapy and priming was applied to inactivate the AMV and CMV virus
after these treatments the seeds were sown in the greenhouse free of
insect vectors and virus detection test was performed on seedlings. The
results indicate that applying thermotherapy to 90 °C for 120 minutes at
-20atm for 48 hours, showed a higher germination percentage (42 %),
which indicates greater physiological quality compared to the absolute
control without application of priming, the germination percentage was
12 %, demonstrating the poor physiological quality of harvested seed,
which also does not meet the standards set by the SNICS. In the test
for virus in seedlings, thermotherapy was applied in the seed values of
50 °C for 60 min, 90°C for 90 min and 90 °C for 120 minutes, which we
were able to inactivate both viruses AMV and CMV obtaining free plants
from these pathogens.

Key words: Termoterapy, priming, AMV, CMV and percentage of ger-
mination

INTRODUCCION

México es considerado como centro de origen, domes-
ticacion y diversidad de Capsicum annuum L. [Luna,
2010]; la produccién de este cultivo ocupa el octavo
lugar a nivel nacional y el segundo a nivel mundial
[FAO, 2012]. Para 2012 se informaron 136 053,46 ha
sembradas en México [SIAP, 2012], el cual se ha visto
afectado por la presencia de enfermedades virales,
las cuales constituyen uno de los factores de mayor
riesgo en la produccion, ocasionando fuertes pérdidas
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econémicas, 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 AMV en semi-
llas y plantulas de chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.) [Tun et al., 2007].

La obtencién 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 mejora-
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miento genético de la especie a corto y mediano plazo
[Luna, 2010]. Las semillas deben satisfacer ciertas
normas, las cuales son vigiladas para su camplimiento
por el Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion
de Semillas (SNICS); estas se evalian mediante prue-
bas seroldgicas, deteccion de acidos nucleicos, pruebas
de germinacién y viabilidad [Marin et al., 2007]. La
transmision 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 dispersién secundaria
de la enfermedad, bien sea de manera mecanica o por
vectores [Cordoba, 2010]. Los virus transmitidos a
través de semilla se pueden presentar de dos formas,
como una infeccién o infestacién [Sepilveda, 2011].

La termoterapia proporciona temperaturas que supe-
ran 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; sin
embargo, en la actualidad hay técnicas que logran
incrementar la calidad fisiol6gica de las semillas, como
el osmoacondicionamiento. Por lo anterior es necesa-
rio producir semilla de chile de alta calidad y libre de
virus, siendo su germinacién rapida y uniforme bajo
diferentes condiciones ambientales; por ello se deben
utilizar técnicas que mejoren tales caracteristicas,
como el osmoacondicionamiento y termoterapia. Kl
objetivo del presente trabajo fue producir semilla de
calidad sanitaria y fisiolégica en semilla de chile po-
blano (Capsicum annuum) mediante la inactivacién
de los virus AMV y CMV con termoterapia y poste-
riormente reparar y mejorar su calidad fisiolégica
mediante osmoacondicionamiento.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llev6 a cabo en el Laboratorio
de Fitopatologia e invernaderos de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria de la Universidad Auténo-
ma de San Luis Potosi, Ejido Palma de la Cruz Km
14.5, Soledad de Graciano Sdnchez, San Luis Potosi.
Esta investigacién comprende tres fases; la primera
consistié en aplicar termoterapia a las semillas de
chile poblano criollo producida por los agricultores
de Moctezuma y Villa de Arista, San Luis Potosi con
el propésito de inactivar los virus AMV y CMV; en
la segunda se aplicé osmoacondicionamiento para
regenerar las estructuras que fueron dafiadas por las
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elevadas temperaturas utilizadas durante la primera
fase. Al finalizar estas se procedi6 a realizar las prue-
bas de calidad fisiolégica y sanitaria para determinar
los porcentajes de germinacion y deteccién de virus en
plantula, lo cual constituy¢ la tercera fase.

Primera fase: Termoterapia. Consistié en someter las
semillas de chile poblano a tres temperaturas (50 °C,
90 °C'y 120 °C) durante tres periodos (60, 90 y 120 min)
en un horno de secado para inactivar los virus trans-
mitidos por esta via y mejorar la calidad sanitaria. En
cada tratamiento se emplearon 400 semillas [ISTA,
2004] subdivididas en grupos de 100. Los grupos de
semillas fueron colocados en el interior de sobres e
introducidos a la estufa para recibir los tratamientos
durante los periodos sefialados.

Segunda fase: Osmoacondicionamiento. Posterior a la
termoterapia, el cual consistié en sumergir las semillas
de cada uno de tratamientos anteriores en soluciones
de KNO3 a 0,-10 y —20 atm de presion durante 48 h,
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
del agente utilizados durante el tratamiento.

Tercera fase: Pruebas de calidad fisiol6gica y sanitaria.
Para realizar las pruebas de calidad fisiol6gica se em-
plearon 100 semillas de cada uno de los tratamientos
generados de la combinaciéon termoterapia mas os-
moacondicionamiento, 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. Parale-
lo a las pruebas de germinacion se sembraron cinco
semillas de cada tratamiento, y fueron introducidas
en jaulas cubiertas con tela cerrada organza para
impedir el acceso de insectos vectores (afidos) en el
invernadero durante 60 dias.

Deteccion de virus: A los 60 dias, periodo en el cual las
plantas mostraron sintomas de infeccién viral como
distorsion foliar y amarillamiento, se tomé tejido a
cada una de las plantulas para la detecciéon de los
virus AMV y CMYV, mediante la prueba de ELISA
con antisueros comerciales especificos y fosfatasa
alcalina. Los valores de absorbancia de cada muestra
se registraron en un espectrofotémetro a una longitud
de onda de 405 nm. La reaccién se consider6 positiva
cuando la lectura fue mayor al promedio de los con-
troles negativos mas tres veces la desviacion estandar

[Sutula et al., 1986].
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Diseiio experimental

El diseio experimental empleado fue completamente
al azar con arreglo factorial; se establecieron cuatro
repeticiones de 100 semillas distribuidas en cajas Petri
para evaluar la calidad fisiol6gica de cada tratamiento.
En todos los experimentos de termoterapia y osmoa-
condicionamiento se emplearon tratamientos control.
Con los datos obtenidos se realizaron anilisis de va-
rianza y posterior comparacién de medias mediante
Tukey (o0 = 0,05) con el paquete estadistico SAS 2004
(Statistical Analysis System).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados en este trabajo en las
prueba de calidad fisiolégica, la semilla de chile po-
blano criollo producida por los agricultores de Moc-
tezuma y Villa de Arista, S.L.P. es de mala calidad
fisiologica debido a que el porcentaje de germinacién
obtenido apenas alcanzé el 12 % (Tabla 1), debien-
do ser este mayor al 80 % de acuerdo con el SNICS
(Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de
Semillas)-SAGARPA (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién)
para este cultivo.

Un factor determinante es la calidad de la semilla,
grado y tiempo de maduracién después de la cosecha,
que generalmente coincide con el inicio de cambio de
coloracién de los frutos [Carrillo et al., 2009]; por ello
se deben cosechar los frutos cuando se tornan de una
coloracién rojo-café, indicador de haber alcanzado su

madurez fisiolégica y la semilla su maxima calidad
fisiolégica.

Se realiz6 la prueba de viabilidad con tetrazolio, la
cual mostr6 un porcentaje de latencia del 91 %. Esto
es debido a que la calidad disminuye con el tiempo.
Otros factores son la humedad, aireacién, rango térmi-
co entre 20 y 30 °C [ISTA, 2004], siendo la germinacién
mas rapida a esta ultima, mientras que a temperaturas
de 35 °C o mayores se inhibe la germinacion.

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 germinacién. Esto es debido a que las semillas
estuvieron expuestas a una temperatura de 120 °C y
las anteriores entre 50 °C y 90 °C a diferentes inter-
valos de tiempo (Tabla 1), mientras que Paylan et al.
(2014) obtuvieron una disminucién del 12 al 27 % en
la carga de CM'V en semillas de chile y otras hortalizas,
al ser expuestas a altas temperaturas; sin embargo,
también observaron danos en la semilla, causando un
bajo porcentaje de germinacion. Ling (2010) empleé
tratamientos térmicos a 48 y 80 °C durante 72 h, lo
cual resulté efectivo para reducir la infeccién de virus
del mosaico del pepino dulce (PepMYV) sin perjudicar
la germinaciéon. En otro estudio se aplicé tanto a
semillas como a plantulas una temperatura de 80 °C
por 24 h, y 74 °C durante 40 h, logrando con ello
eliminar el PepMV en plantulas, pero no en semillas,
no afectando el porcentaje de germinacién [Cérdoba

et al., 2007].

Tabla 1. Efecto promedio de los diferentes tratamientos relativos a la calidad

fisiologica de la semilla de chile poblano sometida a termoterapia

y osmoacondicionamiento

Tratamiento Gern(zi/rou)zcién Peso seco
T18: 90 °C 120 min-20 atm 42 a 0,03070 a b
T5: 50 °C 90 min-10 atm 40 a b 0,03250 a
T12: 90 °C 60 min-20 atm 38ab 0,02910 ab ¢
T11: 90 °C 60 min-10 atm 36bec 0,02243 abcdef
T29: 0 °C 0 min-20 atm 36bc 0,02610 abecd
T28: 0 °C 0 min-10 atm 36bc 0,00840def g
T17: 90 °C 120 min-10 atm 36bc 0,03153 a
T9: 50 °C 120 min-20 atm 32¢ 0,01096bcdef g
T4: 50 °C 90 min 0 atm 24 d 0,00943 cdef g
T6: 50 °C 90 min-20 atm 22de 0,01963abcdef g
T14: 90 °C 90 min-10 atm 22de 0,01390 abcdef g
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T3: 50 °C 60 min-20 atm 20def 0,02403abcde
T2: 50 °C 60 min-10 atm 20def 0,02230 abcdef
T8: 50 °C 120 min-10 atm 18 ef 0.01743abcdef g
T10: 90 °C 60 min 0 atm 18ef 0,00893 cdef g
T20:120 °C 60 min-10 atm 16f g 0,00000 g

T16: 90 °C 120 min 0 atm 16 f g 0,02020abcdef
Testigo: 0 min 0 atm 12¢gh 0,00276 f ¢

T7:50 °C 120 min 0 atm 10hi 0,01330abcdef g
T15: 90 °C 90 min-20 atm 8hij 0,01420abecdef g
T1: 50 °C 60 min 0 atm 8hij 0,01120bcdef g
T13: 90 °C 90 min 0 atm 61j 0,01353abcdef g
T27:120 °C 120 min-20 atm 4jk 0,00000 g

T26:120 °C 120 min-10 atm 0k 0,00000 g

T21:120 °C 60 min-20 atm 0k 0,00000 g

T22:120 °C 90 min 0 atm 0k 0,00000 g

T25:120 °C 120 min 0 atm 0k 0,00000 g

T19:120 °C 60 min 0 atm 0k 0,00000 g

T23:120 °C 90 min-10 atm 0k 0,00000 g

T24:120 °C 90 min-20 atm 0k 0,00423 f ¢

DMS 0,05 4,5575 0,0202

Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente (Tukey,

o= 0,05).

DMS: Diferencia minima significativa.

El tratamiento 18 logré inactivar los virus AMV y
CMY, ademas de generar el mayor porcentaje de ger-
minacién con un 42 % vy peso seco (Tabla 1), lo que
indica que la semilla, a pesar de haber sido dafiada
por la termoterapia, fue regenerada por el osmoacon-
dicionamiento con KNO, a—20 atm. Este tratamiento
es promisorio para mejorar la germinacién y unifor-
midad de las semillas debido a que el osmoacondicio-
namiento es un proceso de hidratacién controlada.

Asimismo se demostré un aumento en los porcentajes
de germinacién en semillas sometidas a osmoacondi-

cionamiento, respecto de las semillas control. Estas
pruebas fueron necesarias, ya que ademas de producir
semillas libres de virus, se deben obtener semillas de
calidad que aumenten la produccién en campo, mayor
tolerancia a la desecacion y movilidad de sustancias
de reserva, adicionando la habilidad de programar la
fase de germinacién en el momento con mejores con-
diciones ambientales [Ayala, 2012]. De acuerdo con
el analisis de varianza realizado, existen diferencias
significativas para las variables de presencia de AMV
y CMYV, asi como entre los tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Deteccion de lo virus AMV y CMV en plantulas de semillas de
pimiento sometidas a termoterapia y osmoacondicionamiento

Tratamiento Deteccion virus en plantulas (% )
AMYV CMV Libres de virus
50 °C/60 min™ 0,00 ¢ 0,00 d 100,00 a
50 °C/90 min™® 56,66 b 58,33 ¢ 56,66 b
50 °C/120 min™ 0,00 ¢ 50,00 b ¢ 50,00 b
90 °C/60 min™? 83,33 a 100,00 a 0,00 ¢
90 °C/90 min™* 0,00 ¢ 0,00 d 100,00 a
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90 °C/120 min™® 0,00 ¢ 0,00 d 100,00 a
120 °C/60 min"?! 50,00 b 50,00 b ¢ 50,00 b
120 °C/90 min™* 83,33 a 83,83ab 16,66 c
120 °C/120 min"’ 0,00 ¢ 43,33 ¢ 56,66 b
Testigo 100,00 a 83.33ab 0,00 ¢
DMS 0,05 37,34 38,08 27,44,

Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente

(Tukey, o0 = 0,05).

DMS: Diferencia minima significativa.

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. Wang et al. (2008)
indican que existe una estrecha relacién entre la
temperatura y el silenciamiento de ARN que parece
actuar como un medio para aumentar la degradacién
de ARN del virus. El osmoacondicionamiento a —20
atm resulta ser de bajo costo y riesgo para la semilla,
ademas de mejorar la uniformidad, calidad fisiol6gica
y tolerancia de las plantulas en ambientes estresantes
[Ashraf y Foolad, 2005], siendo de facil adquisicién
para los productores, ademas de aumentar el rendi-
miento de los cultivos y mejorar la su tolerancia al
estrés abidtico [Nawaz et al., 2013].

CONCLUSIONES

* Los resultados muestran que la aplicacion de ter-
moterapia y osmoacondicionamiento incrementa la
calidad fisiol6gica y sanitaria de la semilla de pimiento.
Tres tratamientos de termoterapia, 50 °C durante 60
min, 90 °C durante 90 min y 90 °C durante 120 min a
—20 atm con KNO, lograron eliminar de manera si-
multanea los virus AMV y CMYV, ademas de obtener
un 42 % de germinacién.
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