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RESUMEN

En el cultivo de tomate de cascara las enfermedades virales representan el mayor
problema a nivel nacional, tanto por el dafio que causan, como por la dificultad que
implica su control, cuyos dafios son tan severos que llegan a causar pérdidas en la
produccion de hasta el 100%. Por lo cual, en esta investigacion se aplicd termoterapia y
priming sobre semillas de tomate de cascara con los objetivos de inactivar los virus
AMV y CMV transmitidos por esta via y mejorar la calidad sanitaria y fisioldgica. La
termoterapia consistio en someter las semillas a 4 temperaturas: 50, 70, 90 y 120 °C
durante dos periodos de tiempo: 45 y 60 minutos. Una vez concluida esta fase se
procedio a la aplicacion del priming, con el proposito de restaurar las semillas dafiadas
por las temperaturas a las cuales fueron sometidas. Esta técnica se realizé sumergiendo
las semillas en una solucion de nitrato de potasio a -20 atm durante 48 horas. Ademas se
estableci6 un testigo absoluto, mismo que no recibi6 termoterapia y priming. Se evalud
la calidad fisiologica de acuerdo con las reglas de la ISTA y la calidad sanitaria por
medio de la prueba DAS-ELISA. Los resultados obtenidos indican que la mejor calidad
fisiolégica con un porcentaje de germinacién de 63.6667, se obtuvo al aplicar
termoterapia a 50°C durante 45 minutos y priming a -20 atm durante 48 horas, el cual
resulto libre del virus AMV, y positivo al CMV, mientras el testigo resulté positivo para

ambos virus y con la menor calidad fisioldgica.
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SUMMARY

In the tomatillo crop, viral diseases represent the largest nationwide problem due to
the damage they cause and the difficulty of control. Their damage is so severe to cause
yield losses of up to 100% in some cases. In this research, priming thermotherapy was
applied on seed of tomatillo with the objective of inactivating AMV and CMV virus
transmitted and to improve the health and physiological quality of seeds. Thermotherapy
consisted on trating the seeds to four temperatures: 50, 70, 90 and 120 °C, for two
periods of time: 45 to 60 minutes. This stage was followed by the application of priming,
with the purpose of restoring damaged seeds by the temperatures to which they were
treated. This technique was carried out by immersing the seeds in a solution of
potassium nitrate at -20 atm during 48 hours. An absolute control, which did not receive
priming thermotherapy, was also established. Physiological quality of seeds was
evaluated according to ISTA rules and sanitary quality through DAS-ELISA test. The
results indicate that the best physiological quality with 63.6667 germination percentage,
was obtained with thermotherapy at 50 °C, for 45 minutes and primed at -20 atm for 48
hours, which resulted AMV virus free, and positive CMV, while the witness was

positive for both viruses and the lower physiological quality.
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INTRODUCCION

En Mexico se siembran 512 000 ha con hortalizas, de las cuales 152 742 ha fueron
sembradas con chile, 48 813 ha con tomate de cascara y 53 780 ha con tomate rojo en el
afio 2012 (SIAP, 2012). En cultivos horticolas, las enfermedades constituyen uno de los
factores de mayor riesgo para su produccion, de éstas, en los Gltimos afios, las causadas
por virus han ocasionado fuertes pérdidas economicas (Pérez et al., 2004), mismas que
varian afio con afio, en funcion de las condiciones climaticas, manejo del cultivo, control
quimico y cultural de insectos y malezas, lo cual ha alcanzado hasta el 100% de pérdidas
en la produccién (Vidales y Alcantar, 1989; INIFAP, 2004).

Las enfermedades virales en tomate de cascara representan el mayor problema a
nivel nacional en este cultivo tanto por el dafio que causan, como por la dificultad que
implica su control (PRODUCE, 2005; INIFAP, 2004, De la Torre et al., 2002). Los
sintomas mas comunes son mosaicos de ligeros a severos, deformacién o reduccién de la
lamina foliar, moteados amarillo y calico, sobre brotacion foliar, con reduccion del
tamafo de hojas y entrenudos, que ocasiona enanismo en la planta, epinastia media de
hojas y diversos tipos de amarillamiento (De la Torre, 1996). Los virus que se han
detectado en este cultivo son Cucumber mosaic cucumovirus (virus mosaico del pepino,
CMV), Tobacco mosaic tobamovirus (virus mosaico del tabaco, TMV), Tobacco etch
potyvirus (virus jaspeado del tabaco, TEV), Tomato spotted wilt tospovirus (virus de la
marchitez manchada del tomate, TSWV), Tobacco rinspot nepovirus (virus de la
mancha anular del tabaco, TRSV) y Alfalfa mosaic alfamovirus (virus mosaico del
alfalfa, AMV (De la Torre et al., 2002). De estos virus el AMV y CMV se constituyen
como los méas importantes, debido a su transmision por semilla (Marin, 2010).

El Alfalfa mosaic alfamovirus (virus mosaico de la alfalfa, AMV), se transmite de
manera mecanica (Hull, 2002), por &fidos y semilla en alfalfa (Zadjali et al., 2002) y en
chile habanero (Tun, 2006). Las plantas de tomate de céscara infectadas con este
patdgeno muestran hojas con manchas cloréticas de color amarillo, por lo cual se le
[lama también mosaico calico, ademés se observa aclaramiento de nervaduras, moteados
cloréticos y acortamiento de entrenudos; en infecciones tempranas puede causar pérdida
total (INIFAP, 2004).



En el caso del Cucumber mosaic cucumovirus (virus mosaico del pepino, CMV);
transmitido por &fidos (Hull, 2002) y por semilla en frijol de cuerno (Vigna unguiculata
L.) Guillaspie et al. (1998). En tomate de cascara provoca achaparramiento, disminuye
la produccién en cantidad y calidad. hojas jovenes en proceso de desarrollo muestran
moteado, se deforman, arrugan y sus bordes comienzan a enrollarse y se agrupan a
manera de roseta. Las plantas se quedan enanas debido a que los entrenudos y peciolos
del tallo se acortan, forman pocas flores y frutos (INIFAP, 2004). Las enfermedades
virales en plantas constituyen una de las principales causas de pérdidas en la agricultura,
sobre todo cuando son transmitidos por semilla, cuyas pérdidas alcanzan valores de
hasta el 100% en tomate de céscara. La magnitud que alcanzan dichas pérdidas se debe
en gran medida a la carencia de métodos eficaces para el control de virus fitopatdgenos,
(Flores, 2004). Dada la demanda de semilla de estos cultivos, es importante conocer los
problemas inherentes a su produccion; de manera general, se tiene el problema de
emplear semilla de baja calidad sanitaria, incluso fisioldgica.

Por lo anterior, es necesario inactivar los virus transmitidos por semilla en tomate de
cascara sin perder su calidad fisiologica; debido a que se constituye como la fuente
primaria de diseminacion y perpetuacion de estos patdgenos, que en combinacién 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.

Objetivos
1.- Inactivar los virus AMV y CMV transmitidos por semilla en tomate de cascara

2.- Mantener la calidad fisiologica de la semilla sometida a termoterapia

Hipotesis

1.- Mediante la termoterapia se inactivan los virus AMV y CMV transmitidos por
semilla en tomate de cascara.

2.- La termoterapia disminuye la calidad fisiolégica de la semilla.

3.- Aplicar priming a semillas sometidas a termoterapia incrementa su calidad

fisioldgica.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del Tomate de Cascara

En México, el tomate de cascara se cultiva en 30 estados, entre los cuales destaca
Sinaloa con una produccion de 218,784.34 ton en un é&rea de 11,052.71 ha y un
rendimiento de 20.89 ton.ha™, seguido por, Jalisco y Zacatecas con 64,645.71 y
61,044.92 ton respectivamente. Durante el afio 2010, el valor de la produccion nacional
de tomate de cascara fue de 2, 532,464.29 pesos en una superficie sembrada de
48,475.17 ha con un rendimiento promedio de 15.58 ton.ha™ a nivel nacional (SIAP
2010).

Segun estadisticas del SIAP (2010), San Luis Potosi esta en el lugar nimero 20 de 30
estados de la republica, que destacan por su producciéon de tomate de cascara con una

superficie sembrada de 539 ha y un rendimiento de 11.37 ton.ha™.

Virus Fitopatogenos

Los virus de las plantas difieren ampliamente de todos los demas fitopatégenos no
solo en tamafio y forma, sino también en la sencillez de su constitucion quimica y
estructura fisica, método de infeccion, propagacion, translocacion dentro del hospedero,
diseminacion y los sintomas que producen sobre el hospedero. Debido a su tamafio
pequefio y a la transparencia de su particula, los virus no pueden observarse ni detectarse
mediante los métodos utilizados para otros patdgenos (Agrios, 1996). Los virus no son
celulares ni se encuentran constituidos por ellas, pero se propagan induciendo a la célula
hospedera a que los multiplique utilizando su energia y su maquinaria biosintética.
Debido a esto, el metabolismo de los organismos infectados se altera a tal grado que
enferman. Los virus no matan a sus hospederos de forma directa. Sin embargo, desvian
el metabolismo generando sustancias extrafias y alterando diversas funciones vitales e
induciendo el desarrollo de sintomas. En las plantas, los sintomas pueden variar desde
simples cambios de color hasta necrosis severa o muerte subita de las plantas. En
algunos otros casos los sintomas son casi imperceptibles como en el caso de los

hospedantes asintomaticos (Sepulveda, 2011).



En su novena version la ndmina oficial del Comité Internacional de Taxonomia de
Virus - ICTV - alcanza a 2.285 especies virales, de las cuales 736 afectan plantas
vasculares distribuyéndose en 75 géneros y 16 familias (Sepulveda, 2011). La relacion
de los posibles patogenos virales de las horticolas es bastante mas amplia e incluyen
representantes de mas de 50 unidades taxondmicas (familias y géneros) (Conti et al.,
2000).

Estructura de virus fitopatogenos
Actualmente se tienen determinadas varias formas de virus fitopatogenos: (Conti et
al., 2000).

a) Varillas rigidas, como el virus mosaico del tabaco y el virus Cascabeleo (Rattle)
del Tabaco.

b) Varilla (filiforme) flexible, como el virus X de la papa, virus de la tristeza de los
citricos, virus de la mancha anular de la papaya, virus del mosaico de la sandia y
el virus jaspeado del tabaco.

c) Baciliforme como el virus del mosaico de la Alfalfa.

d) Baliforme, como el virus del mosaico del maiz.

e) Poliedricos, como el virus del mosaico de la calabaza, Mosaico del Pepino entre
otros.

f) Gemelos (Geminivirus), como el virus del mosaico dorado del frijol, virus del

mosaico estriado del maiz.

En su forma mas simple, los virus constan de acido nucleico y proteina, esta Gltima
forma una cubierta protectora llamada capside en torno al primero. Aunque los virus
pueden tener diferentes formas, tienen principalmente forma poliédrica o de varilla, o
variantes de estas dos estructuras basicas. Hay siempre solo RNA o sélo ADN y, en la
mayoria un solo tipo de proteinas; sin embargo, algunos virus mas grandes pueden tener
varias, cada una de las cuales quiza con una funcion distinta. Aunque es evidente que
cada virus produce su propia cubierta proteinica, la Unica funcién conocida de la
proteina es servir como cubierta protectora del acido nucleico, que por si misma carece

de infectividad, aunque su presencia en general aumenta la infectividad del &cido



nucleico (Agrios, 1996). El 4cido nucleico de la mayoria de los virus que infectan a las
plantas es RNA, pero se ha demostrado que existen cuando menos 25 virus cuyo acido
nucleico es DNA. Tanto el DNA como el RNA son largas moléculas en forma de cadena
que constan de centenares 0, con mayor frecuencia, de miles de unidades denominadas
nucledtidos (Conti et al., 2000).

El genoma es la parte infectante del virus, convencionalmente los acidos nucleicos
gendmicos son considerados de sentido positivo (+) si estan constituidos por moléculas
infectantes, es decir pueden interactuar inmediatamente con los sistemas sintetizadores
de la célula para ser replicados, o de sentido negativo (-), si estan constituidos por
moléculas complementarias no directamente infectantes, los cuales, para poder
expresarse en la célula del huésped, deben ser antes transcritos a moléculas (+). En
ambos casos, los acidos nucleicos virales poseen en un extremo una molécula de azUcar
(ribosa o desoxirribosa) con una grupo de —OH potencialmente libre sobre el &tomo de
carbono en posicion «5» (terminacion 57) y una molécula anéloga de azlcar en el otro
extremo, con un grupo —OH potencialmente libre sobre el atomo de carbono en posicidn
«3» (terminacion 37). Por lo tanto, las terminaciones 5y 3" constituyen la extremidad
inicial y terminal de la molécula genémica. Sobre ellas estan frecuentemente insertas
grupos particulares [proteina gendémica (VPg), cofia metilguanosinica (Cap), secuencia
poliadenilica (Poly A), estructura tRNA-semejante] que completan y estabilizan la
estructura Entre las terminacion 5y 3" estdn comprendidas las «rejillas de lectura» [open
Reading frames (ORF)] asimilables con los genes, cada una de las cuales codifica una
proteina especifica, a cuya produccidn esta estd y cuyo nimero varia en relacion con las
dimensiones del genoma. Los genomas compuestos por una sola ORF se denominan
monocistronicos. Bicistronicos o policistrénicos son, respectivamente, los genomas con
mas de dos ORF. Cuando todas las ORF estan contenidas en una sola molécula de acido
nucleico, el genoma es monopartido y por el contrario se encuentran divididas entre dos
o tres moléculas diferentes, el genoma se denomina respectivamente, bi o tripartido.
(Conti et al., 2000).

En los virus con genoma fraccionado, para que se produzca la infeccidn, es necesaria
la presencia simultanea en el interior de la célula del huésped de todos los fragmentos en

los que esta subdividido. Las proteinas de origen viral tienen las funciones diferenciadas.



Algunas, Ilamadas estructurales, entran en la constitucion de las particulas virales o
viriones, de los que forman el involucro externo [proteina capsidica (CP)], otras
denominadas proteinas no estructurales, desarrollan funciones importantes en la
replicacion [polimerasas o replicasas virales (POL), helicasas (HEL)], en la escision
proteolitica de los polipéptidos [varios tipos de proteasas (PRO)], en la difusion de virus
en el interior del huésped [proteinas del movimiento (MP)] y en determinar la
transmisibilidad de parte de los vectores [factores coadyuvantes (HF)] (Conti et al.,
2000).

Conti et al. (2000) mencionan que los taxones virales se pueden hacer en base a las
principales caracteristicas que les diferencian, como el &cido nucleico, presencia o
ausencia de envolvente lipoproteina, fragmentacion del genoma, morfologia y

dimensiones de las particulas.

Mecanismos de transmision de virus fitopatdgenos

Los virus que infectan a las plantas penetran en las células a través de heridas
producidas mecanicamente o por ciertos vectores, o bien cuando un grano de polen
infectado se deposita en un 6vulo. Para que un virus infecte a una planta, primero debe
pasar de una célula a otra y propagarse por la mayoria de las células (si no es que en
todas) en las que se mueve (Agrios, 1996). Conti y colaboradores (2000), mencionan
que los medios de difusion de los virus de los vegetales son los vectores, semillas,
multiplicacion de plantas infectadas y la transmision por contacto.

Varios de los métodos de transmision de los virus (como la propagacion vegetativa y
a través de las semillas) revisten gran importancia, principalmente por el hecho de que
permiten que el virus sea transmitido de una generacion de plantas a otra, pero carecen
de importancia en la propagacion del virus de las plantas enfermas a las plantas sanas de
una misma generacion (Agrios, 1996). Los virus son biotroficos — parasitos obligados —
por lo que no se pueden desarrollar en materia organica muerta, requieren de tejido vivo
para su multiplicacion activa o simplemente para estar en reposo. Sin embargo, el Virus
del mosaico del tabaco (TMV) corresponde a una de las pocas excepciones de la regla

antes mencionada, debido a que puede sobrevivir en restos de tejidos infectados que



quedan en el campo, sirviendo de indculo primario en el siguiente ciclos (Sepulveda,
2011).

Al tratarse de parasitos obligados de plantas, los virus vegetales en condiciones
naturales, se ven forzados cada cierto tiempo a pasar de una especie vegetal susceptible a
otra para poder sobrevivir. Cuando hablamos de virus que infectan plantas anuales como
el tomate, la frecuencia con que se ven forzados a transmitirse, aumenta si la
comparamos con la de otros virus que infectan especies lefiosas de larga vida. Varios son
los mecanismos o formas de transmision que utilizan estos agentes patdgenos para lograr

perpetuarse en los cultivos (Cérdoba 2010).

Transmision mediante injerto

Siempre que las plantas se propaguen vegetativamente mediante gemacion o injerto,
mediante esquejes o por el uso de tubérculos, connos, bulbos o rizomas, cualquier tipo
de virus que haya en la planta madre, a partir de la cual dichos 6rganos de propagacion
que se obtienen casi siempre sera transmitido a la progenie. La transmision de los virus
mediante propagacion vegetativa no sélo hace que las nuevas plantas se enfermen, sino
que en los casos de propagacion mediante gemacion o injerto, la presencia de un virus
en la yema o el injerto puede resultar en una disminucion apreciable en el éxito de las
uniones del injerto o yema con el patron (Agrios, 1996). EI PepMV se transmite
mediante propagacién vegetativa a partir de tubérculos de patata infectados con el virus
(Van der Vlugt, 2009).

Transmisidn por acaros

Se ha demostrado que los acaros de la familia Eriophyidae transmiten nueve virus,
incluyendo mosaico rayado del trigo, mosaico del durazno y a los virus del mosaico del
higo. Estos &caros tienen partes bucales perforadoras y succionadoras. La transmision de
los virus mediante acaros de dicha familia parece ser bastante especifica, debido a que
cada uno de esos acaros tiene un rango de hospederos limitado y a que es el Unico vector
conocido del o los virus que transmiten. Algunos de los virus transmitidos por acaros
van en el estilete de estos ultimos, mientras que otros son circulativos y, de estos

ultimos, por lo menos uno persiste a través de las mudas (Agrios 1996). La especie



Arceria tulipae de la famila Eriophyidae. es de los més dafiinos, ya que no solo producen
dafios por su alimentacidén, sino que es capaz de transmitir virus y toxinas a las plantas
(Anaya et al., 1992).

Transmisidn por nematodos

Aproximadamente veinte de los virus que infectan a las plantas son transmitidos por
una 0 mas especies de cuatro géneros de nematodos ectoparasitos que habitan en el
suelo. Los nematodos de los generos Longidorus y Xiphinema son los vectores de virus
de forma poliédrica como los que producen las enfermedades de la mancha anular del
tabaco, mancha anular del tomate, mancha anular de la frambuesa, anillo negro del
tomate, enrollamiento foliar del cerezo, mosaico del bromo, hoja en abanico de la vid y
otros, mientras que los nematodos del género Trichodorus y Paratrichodorus transmiten
dos virus en forma de varilla, los virus sonajero del tabaco y del empardecimiento
temprano del chicharo. Los nematodos vectores transmiten los virus cuando alimentan
de las raices de plantas infectadas y mas tarde se desplazan hacia las raices de plantas
sanas. Tanto las larvas como los nematodos adultos pueden adquirir y transmitir los
virus, pero éstos no pasan a través de las mudas de las larvas o los huevecillos y después
de la muda, las larvas o los adultos resultantes deben alimentarse de una fuente del virus

antes de que puedan transmitirlo (Agrios, 1996).

Transmisidn por insectos

Los insectos son el grupo de vectores de virus vegetales mas importantes. De las 381
especies de organismos con capacidad vectora, aproximadamente el 94% pertenece al
Phylum Arthropoda, de los cuales el 99% son insectos y solo el 1% son &caros (Harris,
1981).

Sin duda alguna, el método de transmision de los virus mas comdn y
econdmicamente mas importante en el campo es a través de insectos vectores. Sin
embargo, los miembros de unos pocos grupos de insectos, pueden transmitir los virus
gue infectan a las plantas. EI orden Homoptera, que incluye tanto a los afidos (Aphidae)
como a las chicharritas (Cicadellidae), moscas blancas (Aleuroididae), los piojos

harinosos y las escamas (Coccoidae) y los periquitos (Membracidae). Contiene los



insectos vectores de virus mas importantes. Unos cuantos de los insectos vectores de los
virus que infectan a las plantas pertenecen a otros oOrdenes, tales como las chinches
(Hemiptera), trips (Thysanoptera), escarabajos (Coledptera) y saltamontes (Orthoptera)
(Agrios 1996).

Los insectos con partes bucales succionadoras llevan los virus dentro de sus estiletes
(virus no persistentes o portados por el estilete) o los acumulan dentro de su somay, una
vez que el virus ha pasado a través de los tejidos del insecto, introducen nuevamente al
virus en las plantas a través de sus partes bucales (virus persistentes o circulativos).
Algunos virus circulativos se propagan en sus vectores correspondientes y se les
denomina virus propagativos. Los virus transmitidos por insectos con partes bucales
masticadoras pueden también ser circulativos o viajar en las partes bucales del insecto
(Agrios 1996).

Los &fidos son los vectores de virus fitopatdgenos mas importantes, y transmiten a la
gran mayoria (alrededor de 170) de todos los virus portados en estilete. Como regla
general, varias especies de afidos transmiten al mismo virus portado en el estilete, de ahi
gue esas mismas especies transmitan a varios virus, pero en muchos casos la relacién
que se establece entre el virus y su vector es bastante especifica. En general, los &fidos
adquieren al virus portado en el estilete una vez que se alimentan de una planta enferma
durante s6lo unos cuantos segundos (30 o0 menos) y los transmiten cuando se desplazan
hacia una planta sana y se alimentan de ella en un lapso de tiempo similar. El periodo en
que los afidos son viruliferos después de haber adquirido un virus portado en el estilete
varia desde unos cuantos minutos hasta varias horas, después de lo cual ya no pueden
transmitir al virus. Se dice que los virus portados en el estilete son transmitidos en forma
no persistente ya que el fitopatdgenos se localiza sobre la punta de esta estructura, de ahi
que el insecto lo pierda cuando fricciona sus partes bucales en las células hospedantes;
cabe mencionar que el virus no persiste a través de la muda o los huevecillos del insecto
vector (Agrios, 1996).

Dentro de los insectos vectores de virus que, que normalmente afectan al tomate, se
encuentran los afidos [Myzus persicae (Sulzer)] y las mosquitas blancas blancas
[Trialeurodes vaporariorum (Westwood)] (Loomans et al., 2000). Varias especies de

abejorros utilizados como polinizadores [Bombus terrestris L., B. canariensis y B.



impatiens (Cresson)] han mostrado ser dispersores del virus en el cultivo de tomate
establecido en invernadero (Lacasa et al., 2003; Shipp et al., 2008).

Transmision por polen

Los virus transmitidos por polen pueden infectar no solo a las semillas, sino que
pueden propagarse a través de la flor fecundada y descender hasta la planta madre, a la
cual infectan cuando una planta esta infectada, el virus tiene la capacidad de llegar a
infectar el polen y cuando este es acarreado por el viento o por insectos, se transmite de
una planta enferma a una sana. La transmision por medio del polen estd muy relacionada

con la transmision de virus por semilla (Sepdlveda, 2011).

Transmision por semilla

Se han reportado casi un centenar de virus transmitidos por semillas; sin embargo,
solo una pequefa cantidad (del 1 al 30%) de las semillas que provienen de plantas
infectadas por virus que lo transmiten, de ahi que la frecuencia de transmision varie
segun la relacion que se establezca entre el virus y su hospedero. En unos cuantos casos,
como en la soya, el virus puede ser transmitido por casi el 100% de las semillas de
plantas infectadas, mientras que en otros cultivos, como el melén el virus mosaico de la
calabaza puede ser transmitido por semilla en porcentajes que varian de un 28 hasta el
94% vy el virus del mosaico de la calabaza del 50 al 100% en el virus del mosaico
estriado de la cebada en esta misma planta (Agrios, 1996).

La transmision por semilla constituye uno de los factores mas importantes en el
desarrollo epidémico de algunos virus, y dan origen a plantulas que representaran una
fuente de indculo inicial temprana, que ademas se encuentra uniformemente distribuido.
De esta forma, las plantulas infectadas constituyen reservorios a partir de los cuales
ocurre la dispersion secundaria del virus, lo cual sucede por transmision mecanica o
mediante vectores. Los virus asociados con las semillas son acarreados de dos formas:
como una infeccién o como una infestacion; la infeccion implica que el virus es llevado
internamente, inmerso en los tejidos de la semilla y cuando el virus es llevado
pasivamente se le conoce como infestacion o contaminacion. Esta forma de transmision

se conoce como transmision vertical de virus (Sepulveda, 2011).
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La infeccion de las semillas juega un papel fundamental tanto en la transmision como
en la supervivencia de un importante nimero de enfermedades virales. La transmision
por semilla es un punto de partida idoneo para el establecimiento de una enfermedad en
campo. Primero, permite que la infeccién se produzca en las etapas iniciales del
desarrollo de la plantula, factor que serd decisivo en la severidad que alcanzard la
infeccion viral, y en segundo lugar, la infeccion de la semilla permitira la aparicion en
campo, de plantulas infectadas distribuidas al azar, que constituiran reservorios del virus
y focos de dispersion secundaria de la enfermedad bien sea de manera mecanica o por
vectores (Cordoba, 2010).

Los virus pueden ser transmitidos hacia algunas plantas mediante inoculacién
mecanica, pero no todos pueden infectar y establecer una infeccion. En teoria, las
particulas virales pueden ser introducidas a células vivas por este método, sin embargo,
para que el virus llegue a ser funcional depende de una gran variedad de condiciones
como: el grado de susceptibilidad de la célula receptora, funcionamiento del genoma
viral dentro de la célula, condiciones necesarias para la maduracion del virus, factores
ambientales, etc. En general, la transmisién mecanica puede ocurrir de manera natural
(campo) y de forma artificial (laboratorio); en campo, dicha transmision puede
efectuarse entre plantas proximas al rosarse con el viento, cuando las plantas son
dafadas por el hombre en las labores de cultivo, como el caso del virus mosaico del
tabaco (Sepulveda, 2011).

Virus fitopatdégenos en tomate de cascara

La virosis constituye el principal factor que limita la produccion del tomatillo, en la
mayoria de las zonas productoras de México. La importancia de esta enfermedad se ha
magnificado, porque los materiales de este cultivo son altamente susceptibles al
complejo viral predominante (Apodaca et al., 2008).

La enfermedad puede ser causada por diferentes virus, como lo son: tobacco etch
potyvirus (virus jaspeado del tabaco, TEV), alfalfa mosaic alfamovirus (virus mosaico
del alfalfa, AMV), cucumber mosaic cucumovirus (virus mosaico del pepino, CMV),
tobacco mosaic potyvirus (virus mosaico del tabaco, TMV) y tomato spotted Wilt

tospovirus (virus de la marchitez manchada del tomate, TSWV), entre otros (De la Torre
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et al., 2003). Estos agentes causales, también pueden afectar en mayor o menor grado, a
otros cultivos importantes como lo son tomate, papa, chile, calabacita, pepino y sandia,
entre otros. Las enfermedades causadas por virus constituyen un factor que limita la
produccién de tomate de céscara, con perdidas frecuentes hasta de 100%. Las plantas
enfermas presentan mosaico, moteado, palidez, amarillamiento, achaparramiento y
enchinamiento; también bronceado, quemaduras en las punta de las ramas, deformacion
de hojas y tallos; mientras los frutos pueden ser escasos y de menor tamafio, lo que
depende de la etapa del cultivo al momento de la infeccion (Apodaca et al., 2008).

De la Torre et al. (1998) aislaron y caracterizaron varios virus en plantas de tomate de
cascara (Physalis ixocarpa B.) en los Estados de México, Puebla y Morelos. Las pruebas
de transmision mecanica, injerto, por insectos vectores, serologia y microscopia
electronica, permitieron detectar la presencia de varios virus cuyo genoma esta
constituido por ARN de cadena sencilla, como el virus jaspeado del tabaco (TEV),
mosaico del pepino (CMV), marchitez manchada del tomate (TSWV), mancha necrética
del impaciente (INSV), mancha anular del tabaco (TRSV) y mosaico del tabaco (TMV).

De los virus mencionados anteriormente, los mas importantes en tomate de cascara
son los siguientes:

Alfalfa mosaic alfamovirus (virus mosaico de la alfalfa, AMV). Pertenece al género
Alfamovirus, familia Bromoviridae, posee particulas basiliformes, multipartito. Se
transmite de manera mecanica (Hull, 2002) y también de manera no persistente por mas
de 15 especies de &fidos, asi como por semilla en alfalfa (Zadjali et al., 2002) y chile
habanero (Tun, 2006). Las plantas de tomate de céscara infectadas con este patdgeno
muestran hojas con manchas cloréticas de color amarillo, por lo cual se le [lama también
mosaico calico, ademas se observa aclaramiento de nervaduras, moteados cloréticos y
acortamiento de entrenudos. En infecciones tempranas puede causar pérdida total
(INIFAP, 2004).

Cucumber mosaic cucumovirus (virus mosaico del pepino, CMV). De la familia
Bromoviridae, género Cucumovirus, son virus de particulas isométricas de alrededor de
30 nm de diametro, transmitidos por afidos de manera no persistente (Hull, 2002) y
segun Guillaspie et al. (1998) por semilla en frijol de cuerno (Vigna unguiculata L.). En

tomate de cascara se transmite a través de semilla (Marin, 2010), provoca
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achaparramiento, disminuye la produccion en cantidad y calidad. Cuatro o cinco dias
después de haberse producido la inoculacién, las hojas jovenes en proceso de desarrollo
muestran moteado, se deforman, arrugan y sus bordes comienzan a enrollarse. Todo
crecimiento posterior disminuye drasticamente y las plantas se quedan enanas debido a
que los entrenudos y peciolos del tallo se acortan. Estas plantas forman pocas flores y
frutos, su aspecto es de racimo o arbusto y sus hojas se agrupan a manera de roseta
(INIFAP, 2004).

Tobacco mosaic tobamovirus (virus mosaico del tabaco, TMV). Pertenece al género
Tobamovirus, la particula viral tiene forma de varilla rigida de 300-310 nm de longitud y
18 nm de didmetro (Hull, 2002), se transmite por medios mecanicos (Agrios, 1989). Los
sintomas inducidos en tomate de céascara consisten en un moteado clorético en las hojas
senescentes y un moteado con o sin malformacion de los foliolos. Las infecciones de las
plantas jovenes inhiben la formacién de los frutos y en ocasiones se producen manchas
cloroticas (INIFAP, 2004).

Tobacco etch potyvirus (virus jaspeado del tabaco, TEV). Pertenece al género
Potyvirus, familia Potyviridae. Las particulas virales tienen forma de varilla flexible con
680-900 nm de longitud y 11-13 nm de didmetro. ES un virus que se transmite
mecanicamente y por afidos de manera no persistente (Hull, 2002), pero no por semilla
(Fauquet et al., 2005). Los sintomas aparecen en tomate de cascara como un moteado
clorético y rugosidad de las hojas. Las plantulas infectadas tienen muy poco crecimiento
y el fruto no alcanza el tamafio comercial. Hay una alta correlacion entre la edad de la
planta en que es infectada y el numero y tamafio de los frutos producidos; a infecciones
tempranas, menor rendimiento (INIFAP, 2004).

Tomato spotted wilt tospovirus (virus de la marchitez manchada del tomate, TSWV).
Este virus, del género Tospovirus, se clasifica dentro de la familia Bunyaviridae, la
particula viral es de forma esférica con envoltura y es transmitido por medio de trips de
manera circulativa propagativa (Hull, 2002). En las hojas de tomate de cascara causan
bronceado y crecimiento unilateral; posteriormente el follaje se torna clor6tico, aparece

una atrofia y severa necrosis (INIFAP, 2004).
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Insectos vectores y diseminacion de virus

La mayoria de los virus fitopatdgenos son transmitidos de planta en planta por
agentes vectores: insectos (pulgones, mosquitas blancas, trips), nematodos, acaros y
hongos. Estos agentes vectores son capaces de provocar heridas que hacen posible la
diseminacion horizontal de los virus fitopatdgenos (Sepulveda, 2011). Los afidos se
consideran como el grupo de insectos fitéfagos méas importantes de las hortalizas de las
zonas templadas. Ocasionan dafios de manera directa cuando succionan la savia e
indirecta cuando transmiten enfermedades de origen viral. De este grupo, M. persicae es
la mas eficiente y polifaga en la transmision de virus (Pefia y Bujanos, 1992).

Los Begomovirus, también conocidos como geminivirus, comprenden una numerosa
y diversa familia (Geminiviridae) de virus fitopatdgenos considerados como
emergentes, pues su incidencia y distribucion mundial ha aumentado considerablemente
en la ultima década. Su vector natural corresponde a, Bemisia tabaci; la cual, debido a
su polifagia y elevadas potencialidades multiplicativas, hacen que se le considere como
el principal agente de dispersion de Begomovirus (Sepulveda et al., 2011).

En un estudio llevado a cabo en México, se identifico al agente causal de los sintomas
de la enfermedad (moteado y mosaico amarillo, deformacién foliar, clorosis y
marchitez) en el tomate de céscara (Physalis ixocarpa): un virus del tipo ARN
(Bromoviridae), transmitido a una amplia gama de hospedantes en forma mecanica y por
su insecto vector, el afido Myzus persicae. Analisis con microscopio electronico de
extractos de tejidos de plantas infectadas mostraron particulas virales de tipo baciliforme
de diferente tamafio y una del tipo icosahédrico y pruebas serolégicas indicaron que el
agente causal de la enfermedad es una variante del virus mosaico de la alfalfa
(Alfamovirus, AMV). La colecta e identificacion de las especies de afidos asociados con
las plantas de Physalis ixocarpa y malezas adyacentes, indicaron el predominio de
poblaciones de Aphis gossypii, Myzus persicae y Rophalosiphum padi. Asi, estas
especies de pulgones pudieran también ser vectores naturales del virus mosaico de la

alfalfa en tomate de cascara (De la Torre et al., 2003).
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Virus transmitidos por polen en tomate de cascara

Alfalfa mosaic Alfamovirus (virus mosaico de la alfalfa, AMV). Se transmite por
polen, (Kado y Agrawal, 1972 y Johansen et al., 1994) y puede causar pérdida total de la
cosecha en tomate de cascara (INIFAP, 2004; PRODUCE, 2005).

Virus transmitidos por semilla en tomate de cascara

El Cucumber mosaic cucumovirus (CMV) presenta varias cepas, las mas conocidos
son: A-CMV, E-CMV, L-CMV, N-CMV, P-CMV, Z-CMV y WAI / Waii. Es
transmitido por semilla en tomate de cascara y en otras en 19 especies (Marin, 2010;
Brunt et al., 1996). Otro virus que afecta tomate de céscara y se transmite por semilla es
el Alfalfa mosaic alfamovirus (virus mosaico de la alfalfa, AMV) (Marin, 2010) y ha
causado en numerosas ocasiones pérdida total de la cosecha en tomate de céscara
(INIFAP, 2004; PRODUCE, 2005).

Tobacco mosaic tobamovirus (TMV). Se transmite por injerto; por contacto entre las
plantas; por semilla (ocasionalmente transmitida a través de la testa, pero no a través del

embrion); no por polen (Brunt et al., 1996).

Alternativas para la Eliminacion de Virus

El tratamiento de semillas es la aplicacion de técnicas y agentes bioldgicos, fisicos y
quimicos que proveen a la semilla y a la planta proteccion frente al ataque de insectos y
enfermedades transmitidas por esta via. De acuerdo con la FIS (Federacion Internacional
de Semillas), un buen tratamiento debe de considerar los siguientes aspectos (IFS,
2007): Seguridad, amplio espectro, eficacia y ser economico (IFIS, 2007).

La produccion de plantulas mediante cultivo in vitro de diversas especies se ha
incrementado; como la malanga (Xanthosoma sagitifolia Schott). Estas plantas son
utilizadas en programas de fomento de semillas, por tanto son caracterizadas genética y
fitosanitariamente para evitar la diseminacion de patdgenos mediante la
micropropagacion. Uno de los problemas fitosanitarios mas importantes de la malanga
es el virus Dasheen mosaic virus (DMV), el cual puede tener una incidencia de hasta
95% en plantaciones, y disminuye drasticamente la produccion esta aracea. lgarza et al.

(2001) evaluaron la electroterapia como una alternativa para la desinfeccion del virus en
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plantas de malanga del clon México 8; Los tratamientos fueron 5, 10 y 20 V durante 5
min. ElI mejor tratamiento fue aplicar 5 V durante 5 min, al lograr desinfeccion del
100% de las plantas, siendo diferente significativamente a los demas tratamientos.

Ademas este tratamiento acelerd el crecimiento del material vegetativo.

Cultivo de meristemos

El meristema es el punto activo de crecimiento del apice de la planta, una zona
pequefia compuesta de células (meristematicas) dividiéndose rapidamente. Patdgenos
vegetales como los virus, pueden ser transmitidos a partir de plantas enfermas. Sin
embargo, no todas las celulas resultan infectadas; los tejidos meristematicos se
encuentran algunas veces libres de patégenos por lo que es posible recobrar plantas no
infectadas mediante técnicas de cultivo de meristemas in vitro, y lograr su crecimiento
como plantas sanas. Aunque los meristemos apicales son a menudo libres de virus,
algunos de estos fitopatdgenos invaden la regién meristematica de los apices en
crecimiento, como ocurre con el virus del mosaico del tabaco (TMV), virus X de la papa
(PXV) (Mori, 1977 citado por Panta y Golmirzaie, S/F) y el virus del mosaico del
pepino (CMV) (Walkey y Cooper, 1972 citado por Panta y Golmirzaie, S/F).

Tratamiento quimico mediante antivirales

Livingston y Toussaint et al. citados por Parmessur y Saumtally (2001) y (Parmessur,
et al.,, 2002), afirman que se ha reportado el uso de agentes antivirales para la
eliminacion de algunos virus; estos compuestos fueron inicialmente utilizados en
humanos y animales pero dado su amplio espectro se emplearon también para eliminar
virus en plantas. Estos dos ultimos autores realizaron ensayos en busca de la eliminacién
de virus mediante el uso del viricida ribavirin en dosis de 10 — 75 mg/l en las variedades
de cafia de azucar D 1135, M 13/18, M 168/33 y MB 09/72. El agente antiviral puede ser
incluido en el medio de cultivo para la obtencion de vitroplantas, aunque los resultados
no fueron del todo efectivos.

Ribavirin es un nucledsido sintético estructuralmente relacionado con pyrazofurina
(pyrazomicycin) guanosina y xantosina que tiene actividad antiviral contra virus tanto de

ADN como de ARN y aunque su mecanismo de accién no ha sido completamente
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elucidado, parece inhibir la sintesis de ADN y ARN y consecuentemente la sintesis de
proteinas y la replicacion viral. Comercialmente es vendido con los nombres de
Virazole, Rebetol y Copegus (AIDSinfo, 2004).

En la actualidad, una alternativa ante la falta de fuentes de resistencia genética puede
ser la activacion de la resistencia sistémica adquirida (SAR), el cual es un mecanismo
que activa la expresion de proteinas de resistencia (PR protein) mediante el uso de
moléculas elicitoras que generan este tipo de respuestas en las células vegetales (Gozzo,
2004; Momol et al., 2004). Recientemente se han registrado trabajos en banano, tomate
y arroz, en los que han empleado agentes inductores de SAR, entre los que se encuentra
el &cido salicilico, Acibenzolar-S-Methyl (Pradhanang et al., 2005; Romero et al., 2001),
B-aminobutyric acid (BABA), sacarina; entre otras moléculas (Gozzo, 2004; Momol et
al., 2004).

Para el efecto se planted la extraccion de meristemos, la induccion de callos
embriogénicos y la utilizacion de Ribavirin (Virazole) (30 mg.l-1), el cual tiene
actividad antiviral; asi como el uso del acido salicilico, AS (100uM), que actiia como
elicitor en las respuestas de Resistencia Sistémica Adquirida (SAR). Adicionalmente a
los tratamientos in vitro, se utilizaron los controles de termoterapia (41°C, 15 dias) y
agua caliente (51°C, 1 hora). Se registraron las variables de nimero de brotes por
explante, fenolizacién y presencia o ausencia del virus. El diagnostico viral se lo efectud
mediante la técnica inmunoenzimatica Tissue Blot Immunoassay (TBIA). Los explantes
sometidos a la induccion de callos embriogénicos mostré el menor grado de fenolizacion
(0.32) comparado a los obtenidos en los meristemos (1.93); mientras que no hubo
diferencias significativas en cuanto al numero de brotes por explante. La menor
incidencia del virus fue observada en las plantas tratadas con el inductor AS y en los
explantes sometidos a la induccion de callos embriogénicos (5.0%); no obstante,
presentaron el mismo nivel de significancia con la extraccion de meristemos y la
aplicacion de Virazole, (6.7%); mientras que los tratamientos sometidos a termoterapia y
agua caliente mostraron los niveles mas altos de incidencia (86.7 y 90.0%) (Burbano y
Garcés, 2007).

El funcionamiento del &cido salicilico (AS) como activador de las defensas de

plantas contra hongos, virus, bacterias, nematodos e insectos es relativamente sencillo
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Cuando una planta es atacada por una enfermedad o plaga, ella genera AS para
advertirle al resto de la planta que esta siendo afectada y que incremente sus defensas.
La desventaja del AS se debe a que su persistencia dentro de la planta es muy corta,
siendo inmovilizada en las paredes celulares, por lo cual se vuelve necesaria la
aplicacion rutinaria durante toda la vida del cultivo para poder mantener altos niveles de
resistencia. La ventaja de su fijacion rapida es que si se sobre dosifica, el dafio no es

permanente y se repone rapidamente en 7 a 10 dias maximo (EDA., 2008).

Termoterapia

La aplicacion de calor suele presentar mas problemas que la de los productos
quimicos, ya que se basa en someter a las semillas a temperaturas capaces de matar al
patogeno sin dafiar la viabilidad de aquéllas, lo que suele ser bastante problematico.
Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion de Espafia, el calor seco tiene
una amplia y satisfactoria aplicacién préctica en el manejo de virus; por ejemplo la
transmision por semilla del virus mosaico del tomate (TMV), se puede inactivar
manteniendo éstas durante 24 horas en estufa a 80°C; si las semillas son de buena
calidad, la reduccion en el poder germinativo no sobrepasa el 10% (Ortega, 1991).

Otra de las alternativas para inactivar virus fitopatogenos es aplicar temperaturas
elevadas sobre las plantas, por ejemplo, para iniciar un tratamiento de termoterapia en
cafia de azUcar se requiere inicialmente obtener yemas de tallos de plantas con una edad
de 8 a 10 meses de edad. Se corta una porcién de aproximadamente 3.5 cm de largo con
poca cantidad de tejido del tallo, que protege a la yema. Posteriormente, las yemas se
someten a un pre-tratamiento colocandolas en agua caliente a una temperatura de 50° C
por diez minutos, se dejan reposar durante un lapso de 8 — 12 horas y finalmente son
tratadas en agua caliente a 51° C por una hora (Castillo et al., 2003). La termoterapia
aplicada en plantas, al igual que en tubérculos brotados, seguida por cultivo de
meristemas, ha sido exitosamente utilizada para la eliminacion de muchos virus de y
papa (Stace-Smith y Mellor, 1970: Pennazio y Redolfi, 1973, Citados por Panta y
Golmirzaie, S/F).

Otra de las alternativas para la obtencion de plantas libres de enfermedades sistémicas

es la aplicacion de calor (termoterapia) (Castillo et al., 2003). En este sistema la semilla
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es sometida a una incubadora que le proporciona una temperatura que supera el punto de
inactivacion térmica de los virus en mencién (Diplomado en Proteccion de plantas
(2003, Guayaquil, Ec. citado por Castillo 2003).

Priming

El priming es un método que consiste en la inmersion de la semilla en una solucién
de concentracion determinada por un periodo dado; hidratada la semilla, se activa su
metabolismo en forma controlada, de tal manera que durante el tratamiento la
germinacion no ocurre (Bradford et al., 1990). Esta técnica se ha reportado como un
método eficaz para mejorar la calidad fisioldgica de la semilla a través de la uniformidad
y porciento de germinacion. El grado de hidratacién de la semilla se controla por medio
del equilibrio osmatico que se presenta entre el potencial hidrico de la solucion y el
interior de la semilla (Akers y Kevin, 1986), en esta condicion, la semilla se mantiene en
un estado germinativo avanzado durante el periodo de osmoacondicionamiento. Como
resultado, las semillas con germinacion “lenta” tienden a alcanzar a las “rapidas”, por lo
qgue cuando las semillas osmoacondicionadas se siembran en campo germinan con
mayor rapidez y uniformidad que las no tratadas. Este efecto es mas evidente cuando se
presentan condiciones adversas (Bradford, 1986).

El priming, acondicionamiento osmotico de semillas u osmoacondicionamiento, es
considerado una técnica promisoria para mejorar la germinacion porque promueve un
rapido y sincronizado establecimiento de plantulas (Marin et al., 2007a). Tetepa (1997)
acondicion6 semillas de tomate de céscara con polietilen glicol 200 a cinco potenciales
osmoticos: 0, -5, -10, -15 y -20 atm durante cinco periodos: 0, 8, 16, 24 y 32 h. En los
tratamientos de 0 y -5 atm durante 24 y 32 h observo 81% de germinacion, lo que
superd significativamente al testigo.

Marin et al. (2007) Utilizaron la técnica de priming en semilla de tomate de cascara
con el objetivo de incrementar su calidad fisioldgica, asi como conocer el efecto y la
persistencia del acondicionamiento osmotico con tres agentes (PEG 8000, KCI y KNO3)
en tres concentraciones (-5, -15 y -20 atm) durante cuatro periodos de tratamiento (24,
48, 72 y 96 h) y cinco de almacenamiento posterior (0, 7, 90 y 180 dias. Los resultados

obtenidos indican que el priming con KCI a -15 atm durante 48 h o con KNO3 a -20 atm
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durante 48 h, mejoraron la calidad fisiologica de la semilla de tomate de céscara cv.
Rendidora, efecto que persistié hasta por 180 dias después del tratamiento (Marin et al.,
2007).

Factores que afectan el priming

Duracion del proceso de priming.- Los efectos benéficos del priming dependen del
soluto, potencial osmotico, temperatura y duracién del proceso (Bittencourt et al., 2004).
El tiempo ideal del proceso varia de acuerdo al agente acondicionante, potencial
osmotico de la solucidn, temperatura durante el tratamiento y el material genético. Si la
protusion de la radicula ocurre durante el priming, el dafio al embrion es irreversible y
puede suponerse que es durante la deshidratacion después del tratamiento (Cantliffe,
1981). Algunas especies pueden necesitar de solo unas cuantas horas de priming para
obtener resultados benéficos, tal es el caso de semillas de lechuga (Parera y Cantliffe,
1994).

Temperatura.- La temperatura durante el tratamiento y el potencial osmotico de la
solucion afecta la duracion del periodo de absorcién. Si la temperatura se mantienen por
debajo del rango 6ptimo para mejorar la germinacion, el crecimiento de la radicula
durante el priming puede afectarse (Parera y Cantliffe, 1994).

Aireacion.- La aireacidn apropiada en la solucion permite mantener viva a la semilla
y ayuda a sincronizar la germinacion, respuesta que varia de acuerdo a la especie
(Welbaum et al., 1998). Semillas tratadas con soluciones salinas aireadas promueven
una germinacion rapida en mel6n y mejora el desarrollo posterior de las plantulas.
(Parera y Cantliffe, 1994).

Luz.- Los efectos benéficos de semilla sometida a priming pueden ser modificados
debido a la calidad de la luz durante el tratamiento. Parera y Cantliffe (1994) indican que
bajos niveles de luz de lamparas incandescentes y fluorescentes durante el priming, no
afectaron la germinacion de semilla de lechuga.

Potencial osmoético.- El potencial de la solucion utilizada durante el tratamiento es un
factor que influye sobre los resultados obtenidos (Trigo et al., 1999). El priming con
soluciones de altos potenciales puede permitir una rapida germinacion de las semillas

debido a que esta condicion causa una diferencia de potenciales entre el exterior y el
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interior, necesaria para que se favorezca la entrada de agua a la semilla y por lo tanto
este gradiente afecta la cinética de imbibicion (Parera y Cantliffe, 1994).

Calidad de Semilla

Son todas las caracteristicas inherentes sobresalientes que determinan la variedad
(Hampton, 2002).

Calidad genetica: Es el resultado del trabajo de fitomejoramiento y le confiere una
valor agronémico a la variedad que se expresa en mayor rendimiento, mayor resistencia
a plagas y enfermedades, mayor uniformidad, mayor rango de adaptacion, calidad
especifica en sus productos, etc., los atributos rescatados o incorporados a una variedad
a través de su mejoramiento genético representan caracteristicas codificadas por sus
genes y, por lo tanto, transmisibles de una generacion a otra. EI componente genético en
semillas se evalia mediante pruebas de crecimiento en invernadero y campo, y mediante
examen de caracteristicas fisicas y quimicas (Flores, 2004).

Calidad fisica.- Se refiere a las caracteristicas fisicas de la semillas que son
consideradas como factores de calidad, tales como: contenido de humedad, su peso por
volumen, pureza y peso de mil semillas (Basra, 1995).

Calidad fisioldgica.- Se refiere a la viabilidad de las semillas o al potencial que éstas
tienen para la germinacion, incluyendo el vigor; como resultado de la expresiéon de
factores propios del genoma de la variedad (Basra, 1995). Durante la formacién de la
semilla el contenido de humedad se reduce y la germinabilidad aumenta,
comportamiento denominado como adquisicion de tolerancia al secado. Segin Kermode
(1995), el secado de semillas durante su desarrollo actlia como una sefial que activa su
capacidad germinativa. Corbineau et al. (2000) sefialan que las semillas inmaduras
pueden tolerar mejor la deshidratacion con aire del ambiente porque la pérdida de agua
es mas lenta que con aire caliente, de modo que ocurre menor dafio a la integridad
celular, o porque favorece los mecanismos de reparacion de los dafios estructurales
asociados con la desecacion.

En tomate de cascara el secado eleva la capacidad germinativa de las semillas, tanto
inmaduras como maduras, cualquiera que sea su etapa de desarrollo. Por lo tanto, es

posible realizar la cosecha de las semillas de tomate de cascara, a partir de los 42 d
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después de la floracion y con secado alcanza una germinacion > 90 % y los contenidos
de sacarosa y rafinosa aumentan con la edad de la semilla. Sin embargo, el secado afecta
negativamente el vigor de la semilla (Pérez et al., 2008). De hecho, en la mayoria de las
semillas ortodoxas, la acumulacion inicial de sacarosa y rafinosa coincide con la fase en
la cual el embridn adquiere tolerancia a la desecacion, razén por la cual Cochrane (2000)
postuld que estos azlcares hacen posible que el embridon sea viable a muy bajos
potenciales hidricos.

A nivel molecular, la cristalizacién de sacarosa durante el secado permite la
formacion de un estado vidrioso que contribuye a proteger la integridad de la membrana,
porque los grupos hidroxilos de los azlcares sustituyen al agua y estabilizan los lipidos
de la membrana (Koster et al., 1994; Cochrane, 2000). Ademas, la sacarosa y la rafinosa
se hallan en concentraciones altas en los tejidos seminales involucrados en el proceso de
germinacion, por lo que se considera que contribuyen a la germinacion de las semillas
como combustibles del metabolismo inicial que induce la respiracion y el alargamiento
del eje embrionario (Kigel y Galili, 1995; Yordanov et al., 2003). Se puede inferir
entonces, que la acumulacién paulatina de estos dos azlcares solubles durante el
desarrollo de la semilla de tomate de céascara, estabiliza los lipidos de membrana y
mejora el desarrollo del embrion durante la germinacion (Pérez et al., 2008).

Indudablemente, las condiciones de produccion en el campo referidas principalmente
al medio ambiente y factores agrondémicos utilizados afectan directamente al proceso de
formacion y desarrollo de la semilla, y por consecuencia su potencialidad fisiologica
cuando es sembrada. De aqui la importancia de considerar una cultivo destinado a la
produccién de semillas con requisitos y cuidados diferentes a un cultivo destinado
produccién de fruto, raiz, tallo, grano, etc. (Flores, 2004).

Las pruebas utilizadas para evaluar al componente fisiol6gico en semillas son:

a) Germinacion estandar: es el porcentaje de plantulas normales en | laboratorio e
indica al potencial de una lote de semillas para establecer plantulas en condiciones
favorables de campo (Flores, 2004).

b) Viabilidad: capacidad de la semilla para germinar y producir plantas normales. Se

utiliza normalmente para su determinacion las sales de tetrazolium, que tienen la
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caracteristica de reaccionar con el tejido vivo (metabolismo activo) de la semilla
(Flores, 2004).

¢) Vigor: emergencia y establecimiento en campo bajo condiciones desfavorables. Se
pretende, mediante pruebas de vigor, medir el potencial de desarrollo y
crecimiento de lotes de semillas en condiciones estandar de estrés recomendadas
al cultivo; entre estas pruebas se tiene la prueba fria, de envejecimiento acelerado
y otras, las que en ciertos casos estiman también el potencial de almacenamiento
de semillas (Flores, 2004).

Calidad sanitaria.- Condicion de la semilla con relacion a la presencia de
microorganismos patdgenos (hongos, bacterias, nematodos, virus), los cuales pueden
acompariar a la semilla (masas de esporas, cornezuelo en cereales), asociados a la
superficie de la misma. o portados internamente. Las condiciones de produccion en
campo influyen en la sanidad de la semilla, por lo cual el control sobre la eleccion de la
region de produccion y medidas preventivas contra el ataque de plagas y enfermedades
debe verificarse desde el inicio de la produccion (Flores, 2004).

La calidad sanitaria se refiere a la ausencia de microorganismos patdgenos que se
transmiten por la propia semilla (Basra, 1995). Ademas, la semilla de buena calidad
tiene las siguientes caracteristicas: es genéticamente fiel a la especie o cultivar; capaz de
un porcentaje elevado de germinacion; esta libre de insectos, patdgenos y de mezclas
con semillas de otros cultivos, semillas de malezas y de material inerte y extrafio
(Hartmann y Kester, 1994).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Parasitologia e invernaderos de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, ubicada en el
Ejido de la Palma de la Cruz, Municipio de Soledad de Graciano Sanchez, S.L.P., en el
Km. 14.5 de la carretera San Luis Potosi — 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.

Material Genético
Para el desarrollo del experimento, se empled semilla de tomate de cascara variedad
CHF3, infectada con los virus AMV y CMV, producida en invernadero e hidroponia y

cosechada en el afio 2007, misma que se mantuvo conservada en refrigeracion a -4°C.

Desarrollo del Experimento

Esta investigacion se realizo en tres fases; la primera consistid en aplicar termoterapia
a las semillas de tomate de cascara con el propdésito de inactivar los virus AMV y CMV;
en la segunda, se utilizo la técnica priming para regenerar las estructuras que fueron
dafadas por las elevadas temperaturas utilizadas durante la primer fase. Al finalizar
éstas, se procedio a realizar las pruebas de calidad fisiologica y sanitaria para determinar
los porcentajes de germinacion y deteccion de virus en plantula, lo cual constituyo la
tercera fase.

Primer fase: Termoterapia

La termoterapia consistio en someter las semillas de tomate de cadscara a cuatro
temperaturas (50°C, 70°C, 90°C y 120°C) durante dos periodos (45 y 60 min ) en un
horno de secado Felisa®, para conformar 8 tratamientos de 400 semillas cada uno
(ISTA, 2004). Los grupos de semillas fueron colocados en el interior de sobres e
introducidos a la estufa para recibir los tratamientos correspondientes durante los

periodos sefialados (Figura 1).
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45 min 45 min 45 min 45 min
50 °C 70 °C 90 °C 120 °€
400 400 400 400
semillas semillas semillas semillas
7 7 | 7 7
60 min 60 min 60 min 60 min
50 °C 70 °C 90 °C 120 °C
400 400 400 400
semillas semillas semillas semillas
I 7 L7 I 4

Figura: 1. Esquema de las semillas de tomate sometidas a termoterapia.

Una vez finalizada la termoterapia, las semillas asi tratadas se conservaron durante 96

horas en refrigeracion a -2 °C, para continuar con la segunda fase.

Segunda fase: Priming

Posterior a la termoterapia, se aplicdé priming, el cual consisti6 en sumergir 200
semillas de cada uno de los 8 tratamientos anteriores en soluciones de KNO; a -20 atm
de presion durante 48 horas y las otras 200 semillas en agua destilada (Marin et al.,
2007), en frascos de 25 ml, empleando una bomba de aire para oxigenar las semillas y
mantenerlas vivas (Welbaum et al., 1998). Al término del tiempo, se lavaron con agua
corriente para eliminar los residuos del agente utilizados durante el tratamiento. Al
conjuntar las dos primeras fases, se conformaron 16 tratamientos, al considerar cuatro
temperaturas de termoterapia durante dos periodos, mas priming con KNO3z y Agua
destilada (4x2x2= 16). Ademéas se incluyo un testigo absoluto, el cual no recibid

termoterapia y priming.
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Para preparar las soluciones de priming se utilizé agua destilada para disolver el

KNO; requerido para obtener el potencial osmético de -20 atm; el cual fue calculado de

acuerdo con la ecuacion propuesta por Wiggans y Gardner (1959):

G = (PVm)/(RT)
Donde:

G= Gramos de soluto a utilizar

P= Presion osmotica deseada (atm)

V= Volumen en litros

m= Peso molecular del soluto

R= Constante igual a 0.0825 atm 1 mol-1 °K-1

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

En esta investigacion fueron requeridos 28.6 gramos de KNOj, pesados en una

balanza analitica y disueltos en un matraz que contenia con 0.5 L de agua destilada,

posteriormente con una pipeta se vaciaron 25 ml de esta solucion en cada uno de los

ocho frascos que contenian 200 semillas (Figura 2). Cabe sefialar, que la solucion se

estuvo oxigenando con intervalos de 1 hora durante 5 segundos.
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Figura 2. Priming en frascos.

Después de las 48 horas de tratamiento osmotico, las semillas se extrajeron de los

frasco y lavadas en agua corriente para eliminar los residuos del a KNO3 y se colocaron
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en charolas de unicel etiquetadas durante 48 horas para lograr su secado (Figura 3) vy
posterior almacenamiento a -2°C durante seis dias y pasar a la tercer fase.

. AN J J
[s5mmn ] -

s N N [ ~
H20 H20 H20 H20 Testigo
50°C 70°C 920°C 120°C H20

L\ AN J J

N
65 minutos - o

Figura 3. Secado de semillas después del priming.

Tercera fase: Pruebas de calidad fisiologica y sanitaria

Al término de la termoterapia y priming se realizaron las pruebas de calidad
fisiologica y sanitaria. Para realizar las pruebas de calidad fisioldgica se emplearon 100
semillas de cada uno de los 16 tratamientos generados de la combinacion termoterapia +
priming, ademas del testigo absoluto. Con éstas 100 semillas se conformaron cuatro
submuestras (repeticiones) de 25 semillas y se colocaron en cajas de Petri que contenian
papel filtro como sustrato y se regaron con agua destilada para ser introducidas en una
germinadora Seedburo® calibrada a 29°C + 1°C (Figura 4). Durante esta prueba de
germinacion se realizaron dos conteos; el primero se tomo al 7° dia y el segundo al dia
28 (ISTA, 2004).

Las variables evaluadas fueron peso seco por plantula, porcentaje de plantulas
normales y anormales, y sobre aquellas semillas que no emitieron radicula al finalizar
este lapso, se realizo la prueba de viabilidad con tetrazolio para determinar el porcentaje
de semillas muertas y latentes; proceso que consistio 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
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se consideraron latentes, y las no tefiidas se consideraron muertas (ISTA, 2004) (figura
5).

Testigo

Figura 4. Pruebas de germinacion.

Figura 5. Semillas coloreadas después de la prueba del tetrazolio.

El porcentaje de germinacién se obtuvo al sumar el total de las plantulas normales
del primer y segundo conteo. De igual manera, el porcentaje de plantulas anormales se
obtuvo del total de aquellas con malformaciones en sus estructuras esenciales como
radicula y pldmula, lo que impide su desarrollo normal. El peso seco se determino
sobre las plantulas normales de cada tratamiento, mismas que fueron secadas en estufa
hasta alcanzar peso constante y se registro su peso (ISTA, 2004).

28



Pruebas de calidad sanitaria

Una vez aplicada la termoterapia y priming, y paralelo a las pruebas de germinacion,
se sembraron cinco semillas de cada tratamiento en charolas de poliestireno que
contenian peat moss® como sustrato (Figura 6). La siembra en las charolas se realizo
depositando una semilla cada dos cavidades para evitar posible transmision de virus por
contacto entre plantas sanas e infectadas, y fueron introducidas en jaulas construidas
con alambrén cubiertas con organza para impedir el acceso de insectos vectores (afidos).
Las jaulas permanecieron en condiciones protegidas en invernadero durante 60 dias,
periodo en el cual las plantas mostraban sintomas de infeccion viral como distorsion
foliar y amarillamiento; momento en el cual se tomaron 3 gramos de las plantulas de
cada tratamiento y se enviaron al laboratorio Fumaplant S.A. de C.V., del estado de

Morelos para la deteccion de los virus AMV y CMV.

Charola 45° %
- 40(,
Y testigo "é-,%
ki Tratamientos

50°C 70°C 90°C 50°C 70°C 90°C 120°C Testigo
H,0 H20 H,0 KNOy KNOy KNOy KNOy

120°C
H,0

Charola 60’ %
“e,

%,
%, .
“ Tratamientos

50°C
KNO,

120°C

H,0 H,0 KNO, KNO, KNO,

90°C |

s0°C 70°C 70°C 90°C 120°C
H,0 H,0

Figura 6. Siembra de semillas en charolas para produccién de plantulas y deteccion de
los virus AMV y CMV.

Disefio Experimental
Se aplicaron 16 tratamientos mas un testigo absoluto y cuatro repeticiones en un

disefio completamente al azar.

Anélisis Estadistico

Con los datos obtenidos se realizaron analisis de varianza y posterior comparacion de
medias mediante Tuckey (o = 0.05) con el paquete estadistico SAS 2004 (Statistical
Analysis System).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis de varianza mostraron que los tratamientos de termoterapia y priming
tuvieron efectos sobre la calidad fisiologica de la semilla de tomate de cascara (Cuadro
1), al presentarse diferencias estadisticas en las variables porcentaje de germinacion,
plantulas anormales, semillas latentes y semillas muertas, asi como en la variable peso
seco por plantula. Los coeficientes de variacion en todas las variables evaluadas fueron

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

Cuadro 1. Cuadrados medios de las variables evaluadas en las pruebas de calidad
fisiologica en semilla de tomate de cascara posterior a termoterapia y

priming.
Variables

Fuentes de G.L PG PA SL SM PS
variacion
Modelo 16 1203.088 * 568.588* 18.794*  2238.088* 3.8552*
Error 34 0.3333 0.3333 0.3333 0.3333 9.45
Total 50
C.V. 1.89 2.493 14.946 1.326 4.843
Media 30.49 23.156 3.862 43.509 0.0006

(G.L) grados libertad; (C.V.) coeficiente de variacion; (PG) porcentaje de germinacion;
(PA) porcentaje de plantulas anormales; (SL) porcentaje de semillas latentes; (SM) porcentaje de semillas
muertas; (PS) peso seco de plantulas.

*Significativo al 0.05 %

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). Las
semillas de tomate de cascara sometidas a calor (70°C) durante 45 minutos y priming
con nitrato de potasio a -20 atm de presion osmética durante 48 horas, presentaron el
porcentaje de germinacion mas alto y libre del Alfalfa mosaic alfamovirus (virus
mosaico de la alfalfa, AMV) (Cuadro 2). Kmetz-Gonzalez y Struve (2000) mencionan
que el acondicionamiento osmotico o 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 germinacion del
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testigo absoluto, cuyo valor promedio fué del 27%, mientras que semillas sometidas a la

temperatura y priming sefialado anteriormente, alcanzaron el 63% de germinacion.

Cuadro 2. Efecto promedio de los diferentes tratamientos relativos a la calidad

fisioldgica de la semilla de tomate de céscara.
Tratamientos de

termoterapia y Variables

priming Ger Anorm Laten Muer PS CMV AMV

45 70°C (KNOs;) 63.67 a  14.33 h 233 d 2033 m 000077279 a positivo Libre de virus
60’ 50°C (Agua) 5767 b 2433 f 033 ¢ 1833 n 0.00077939 a

45” 50°C (Agua) 5567 ¢ 1033 | 233 d 3233 | 0.00073405 abc Libre de virus Positivo
60° 90°C (KNO;) 47.67 d 2433 f 233 d 2033 m 000053083 fg

60’ 70°C (Agua) 4567 e 4833 @ 033 e 6.333 o  0.00066681 bcd positivo Positivo
45’ 70°C (Agua) 4167 f 2833 4 233 d 2833 j 0.00073529 ab positivo Libre de virus
60°50°C (KNO;) 3767 g 3633 C 433 ¢ 2233 | 0.00064965 cde positivo Positivo
45°50°C (KNO;) 3567 h 1833 9 633 b 4033 h  0.00065633 bcde positivo Positivo
60’ 70°C ( KNO3) 27.67 i 4433 D 433 ¢ 2433 k  0.00058014 ef positivo Positivo
Testigo 27.67 i 2833 4 233 d 4233 g 0.00060938 def positivo Positivo
60> 120°C (Agua)  25.67 |j 2633 © 233 d 4633 f 0.00058487 def

45’ 90°C (Agua) 1967 k 1833 9 633 b 5633 ¢  0.00049333 g positivo Libre de virus
45° 90°C (KNO3) 13.67 | 3633 C 233 d 4833 e 0.00070905 abc Libre de virus Positivo
60° 90°C (Agua) 13.67 | 2633 © 633 b 5433 d 0.00038381 h positivo Positivo
45’ 120°C (KNOs) 1.667 m  2.333 K 433 ¢ 9433 a 0.000001 i

45°120°C (Agua) 1.667 m 0.333 ' 833 a 9233 b  0.00000133 i

60> 120°C (KNO;) 1.667 m 6.333 J 833 a 9233 b 000000133 i

DMS. 1.7583 1.7583 1.7583 1.7583 0.0001

Medias con la misma letra en sentido vertical son iguales estadisticamente (Tukey, o= 0.05); DMS = Diferencia minima
significativa. Ger: porcentaje de germinacion; Anor: porcentaje de plantulas anormales; Laten: porcentaje de semillas latentes; Muer:
porcentaje de semillas latentes; PS: Peso seco de plantulas; CMV: Cucumber mosaic cucumovirus (Virus mosaico del pepino,
CMV); AMV: Alfalfa mosaic alfamovirus (Virus mosaico de la alfalfa, AMV).

En las semillas tratadas con termoterapia a 50 y 70°C mas priming con KNOgz a -20
atm de presion osmotica durante 48 horas superaron estadisticamente al resto de los
tratamientos aplicados, asi como al testigo absoluto, al incrementar la calidad
fisioldgica, en porcentaje de germinacion (Figura 7). Pill (1995) sefiala que al aplicar
priming se logra un buen control sobre la hidratacion de la semilla, alcanzandose la
segunda fase de la imbibicion, en la cual varios procesos metabdlicos son activados,
pero sin permitir la emergencia de la radicula, lograndose con esta técnica rapidez,
sincronizacién e incremento en la germinacion. De acuerdo con Szafirowska et al.

(1981), uno de los efectos benéficos del priming sobre semillas deterioradas o
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envejecidas consiste en un decremento en la conductividad de lixiviados, indicativo de
reparacion y arreglo de la estructura en la membrana celular. Se ha sugerido ademas, que
durante el secado de las semillas, las membranas celulares pierden su integridad, de tal
manera, que cuando estas son puestas a embeber, grandes cantidades de soluto salen de
las células y se presenta mayor deterioro de las membranas cuanto mas sean éstos. El
mecanismo en el que se basa el priming para la reparacion de las membranas, implica la
absorcion inicial de humedad por la semilla a una velocidad muy lenta, que permite a las
membranas celulares volver a la condicion normal de una manera ordenada, sin los

dafos consecuentes (Knypl y Khan, 1981).
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Figura 7. Porcentajes de germinacion de semilla de tomate de céascara sometida a
termoterapia y priming.

El Testigo y el tratamiento 60'KNO3;70°C fueron estadisticamente iguales con un
27.6667% y 27.6667% de germinacion respectivamente. Asimismo, los tratamientos
45'KNO3120°C, 45'H,0120°C y 60'KNO3120°C fueron estadisticamente iguales, cuyas
condiciones de estrés fueron las mas extremas, sin embargo se esperaba que mediante el
priming habria incremento en la calidad fisiologica, lo cual no ocurri6 de manera
satisfactoria, ya que de manera general se obtuvieron los porcentajes de germinacién
mas bajos, con valores promedio inferiores al 2%. Por otra parte, ¢l tratamiento 60’H,O
70°C generé el mayor porcentaje de plantulas anormales (Figura 8), al superar

estadisticamente al resto de los tratamientos, incluyendo al testigo absoluto.
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Figura 8. Porcentaje de plantulas anormales de semilla de tomate de cascara sometida a
termoterapia y priming.

El tratamiento 60’ H,O 70°C tiene el mayor porcentaje de plantulas anormales, tres
de los 4 tratamientos que presentan mayor porcentaje de plantulas anormales estuvieron
osmoacondicionadas con KNO3; lo que hace suponer que el dafio en la semilla por efecto
de las altas temperaturas y el maximo periodo de exposicién (60 min) fue muy dréstico,
de tal manera que al aplicar priming con nitrato de potasio, los iones de este compuesto
penetraron la semilla hasta llegar al embrion y dafiarlo. Es evidente que los efectos
benéficos del priming dependen del soluto, potencial osmotico, temperatura y duracion
del proceso (Bittencourt et al., 2004), en el sentido de que al aumentar la duracion del
tratamiento se reduce el porcentaje de germinacion (Haigh y Barlow, 1986). Los
tratamientos con menor cantidad de plantulas anormales fueron 45> H,O 120°C, 45’
KNO3 120°C y 60° KNO3 120°C, esto debido a los bajos porcentajes de semillas que
lograron emitir radicula. Los porcentajes mas altos de semillas latentes se presentaron
con los tratamientos 60° KNO3 120°C y 45° H,O 120°C, con un valor de 8.333% para

ambos tratamientos (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de semillas latentes en tomate de cascara sometidas a termoterapia
y priming.

Acorde a los resultados obtenidos, los mayores porcentajes de semillas muertas con
corresponden al tratamiento 45°’KN03120°C, seguido del tratamiento aplicado con
60"KNO3120°C y 45°H,0 120°C (Figura 10). Dearman et al. (1986) mencionan que la
pérdida de viabilidad durante el envejecimiento de semillas no se puede restaurar por
medio del priming; sin embargo, a pesar de haber empleado semilla cosechada hace 7
afios para esta investigacion, algunos tratamientos aplicados si lograron restaurar la
viabilidad de las semillas, como fue el caso de aplicar hidroacondicionamiento posterior
a la termoterapia 60° 70°C (Agua), al obtener el menor porcentaje de semillas muertas
cuyo valor fue del 6.3%, mientras en el testigo absoluto se presentd un 42.3 % (Cuadro
2).

Hubo cinco tratamientos estadisticamente iguales con el mayor peso seco, los cuales
fueron 60°H,0 50°C, 45 KNO;s 70° C, 45° H,0 70°C, 45° H,0 50°C y 45 KNO3 90°C.
Estos tratamientos superaron estadisticamente al resto de los tratamientos aplicados
(Cuadro 2 y Figura 11). Los resultados obtenidos en esta investigacidn coinciden con los
obtenidos por Tetepa (1997), quien incremento el peso seco de plantulas de tomate de
cascara despues de acondicionar osmoticamente las semillas en una solucion de PEG-

200 a -5 atmosferas.
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Figura 10. Porcentaje de semillas muertas en tomate de cascara sometidas a
termoterapia y priming.

Figura 11. Peso seco de plantulas de tomate de cascara.

Pruebas de Calidad Sanitaria

La incidencia de semillas infectadas con virus es un factor importante para su
dispersion de una region a otra (Johansen et al., 1994), ya que pueden permanecer
activos de uno a cinco afios (Kado y Agrawal, 1972), lo que es una estrategia perfecta
para perpetuarse, incluso provocar pérdida total en la produccion de tomate de cascara
(De la Torre et al., 2002). Sobre todo, al considerar que los sistemas de produccion de
semilla en esta especie se basan en eliminar de los lotes sélo aquellas plantas que

muestran sintomas de virosis (Martinez et al., 2004), sin tomar en cuenta la existencia de
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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 CMV y AMV en forma

incontrolada ciclo tras ciclo en las regiones productoras.

Cuadro 3. Valores de absorbancia obtenidos mediante la prueba de deteccion de los
virus AMV y CMV en pléntulas de tomate de cascara

1 2 3 4 5 6 7 8
B B T7) (T7) N N T10 (T10)
A | 0.112000 | -0.012000 | -0.014000 | -0.015898 | 0.000000 | -0.004000 | 0.011000 | 0.021199
P P (T9) (T9) (T1) (T1) (T14) | (T14)
B | 1.127000 | 0.998000 | 0.005000 | 0.006999 | 0.007000 | 0.008999 | 0.011000 | 0.028999
N N (T10) (T10) | *(T2) | *(T2) | (T15) | (T15)
C | -0.022000 | -0.020000 | -0.002000 | -0.001999 | -0.002000 | -0.002599 | 0.004000 | 0.003999
(T1) (T1) (T14) (T14) (T3) (T3) (T17)y | (T17)
D | -0.003000 | -0.002991 | -0.001000 | -0.002999 | 0.013000 | 0.014889 | 0.007000 | 0.007899
(T2) (T2) (T15) (T15) (T5) (T5)

E [ -0.012000 | -0.013999 | -0.011000 | -0.013999 | 0.013000 | 0.013999
*(T3) *(T3) (T17) (T17) *(T6) *(T6)
F | -0.020000 | -0.019999 | -0.008000 | -0.00799 | 0.002000 | 0.001599

*(T5) *(T5) B B *(T7) *(T7)
G | -0.020000 | -0.029999 | 0.065000 | -0.001 | 0.002000 | 0.001859
(T6) (T6) P P (T9) (T9)

H | -0.009000 | -0.008999 | 1.175000 1.083 0.011000 | 0.025555
Muestras positivas; B: Blanco; P: Testigo positivo; N : Testigo negativo.
*Los valores de absorbancia inferiores al umbral son negativos a la presencia de virus.

Para establecer de los umbrales e interpretar las lecturas de absorbancia de la placa de
ELISA se calculé la media de los controles negativos mas dos veces su la desviacion
estandar (X+2s) (Sutula, 1986).
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Figura 12. Medias de CMV respecto al umbral calculado.
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Los valores menores al -0.018171573, son negativos a infeccién por virus, y los que
estan por encima de este valor son positivos (Cuadro 3). Los tratamientos 45’H,0 50°C
y 45> KNO3; 90°C tuvieron un valor por debajo del umbral y por lo tanto libres del
Cucumber mosaic cucumovirus (virus mosaico del pepino, CMV) (Figura 12).

La presencia de los virus encontrados coincide con la deteccion realizada por De la
Torre et al., (2002) en una colecta de muestras de tomate de cascara en parcelas
comerciales ubicadas en los Estados de México, Puebla y Morelos, que mostraron
sintomas de origen viral como: mosaico, moteado, deformacion y proliferacion foliar,
con reduccion del tamafio de hojas, acompafiado de amarillamiento intervenal severo,
detectando en laboratorio los virus AMV, TEV, CMV, TMV y TSWV.
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Figura 13. Medias de absorbancia de AMV respecto al umbral calculado.

Respecto del Alfalfa mosaic alfamovirus (virus mosaico de la alfalfa, AMV), los
valores menores al 0.003656854, son negativos a infeccion por virus, y los que estan por
encima de este valor son positivos. -0.0022995, 0.0017995 y 0.0019295 (Cuadro 3).

El tratamiento 45° KNO; 70°C resulto con el mejor porcentaje de germinacion
superando al testigo, asi mismo dio negativo a la infeccidn por el virus del mosaico de la
alfalfa. Por otro lado el tratamiento 45° H,O 50°C registré valores negativos para CMV
este tratamiento registro el tercer mejor porcentaje de germinacion estadisticamente

diferente a 45’KNO370° en germinacion y superando al testigo. Se observa que no hay
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un tratamiento donde la temperatura haya desactivado tanto a AMV como a CMV
(Cuadro 2; figuras 12 y 13). Varios tratamientos han sido evaluados para evitar la
transmision de virus; semillas de tomate fueron sometidas a tratamientos térmicos de
80°C durante 24 horas y 74°C durante 48 horas con el objetivo de inactivar el PepMV,
sin embargo, estos tratamientos no erradican el virus en las semillas enteras (Cordoba et
al., 2007).

Recientemente, el calor seco fue probado en semillas de alfalfa para controlar
patdgenos trasmitidos por esta via, dicho estudio fue realizado por el Departamento de
Ciencias Animales y Alimentarias de la Universidad de Delaware, EEUU por Neetoo y
Chen (2010). Las semillas se sometieron a temperaturas de 55, 60 y 65 °C durante 10
dias, y 70°C durante 24 horas. Los resultados de este estudio indican que aplicar calor
seco a temperaturas moderadas (55 y 60 °C) representa una intervencion efectiva en la
descontaminacion de las semillas de alfalfa de Salmonella. Sin embargo, la exposicion
de las semillas a temperatura un poco mayores de 65 °C, fue capaz de eliminar
simultaneamente Salmonella sp. y E. coli pero afectando la germinacion de las semillas,
es decir, la termoterapia afecta la calidad fisiologica de las semillas, al disminuir los
porcentajes de germinacion, lo cual no ocurrié en este trabajo de investigacion, en el
cual se lograron inactivar el virus AMV o CMV y de manera simultdnea se mejoro la
calidad fisiolégica de la semilla de tomate de cascara.

De acuerdo con Suti¢ 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 dafios
observados en las plantas de tomate de cascara infectadas con virus durante el ciclo de
produccién de semilla desarrollado a campo abierto. 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. Por lo comun,
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
disminucion de nitrogeno soluble durante la rapida sintesis del virus es un fenémeno
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,
2006).
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Johansen et al. (1994) mencionan que la transmision del AMV por semilla esta
asociada a la infeccion del embridn, ya que el virus presente en la testa y en el
endospermo puede inactivarse durante el proceso de maduracién, almacenamiento y
deshidratacion de la semilla. De ahi que la transmision por este medio esta determinada
por la invasion directa o indirecta del embrion y por la supervivencia del virus durante la
formacion de la semilla, almacenamiento y germinacién. Por tal motivo, el AMV se
encuentra en el embrién de las semillas de tomate de cascara, toda vez que los frutos se
cosechan cuando estos alcanzan su madurez fisiologica, y una vez extraida la semilla se

deja secar para posteriormente almacenarse y asi conservar su calidad.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo y los resultados que se
obtuvieron se llego a las siguientes conclusiones:

Aplicar termoterapia y priming incrementa la calidad fisioldgica y sanitaria de la semilla
de tomate de céscara.

El mejor tratamiento para incrementar la calidad fisioldgica y sanitaria de la semilla
de tomate de cascara consistio en someter aplicar termoterapia a 70°C durante 45
minutos y posterior priming con KNO3 a -20 atm de presion osmotica durante 48 horas,
al obtener un 63.6 % de germinacion e inactivar el virus Alfalfa mosaic alfamovirus
(virus mosaico de la alfalfa, AMV), valor que supera estadisticamente al resto de los
tratamientos y al testigo absoluto, cuyo porcentaje de germinacion obtenido fue del 27.6
%.

Tres tratamientos de termoterapia lograron inactivar el virus de AMV; 70°C durante
45 minutos mas priming con KNO3 a -20 atm durante 48 horas; 70°C durante 45
minutos e hidroacondicionamiento con agua destilada; 90°C durante 45 minutos e
hidroacondicionamiento con agua destilada.

Dos tratamientos de termoterapia lograron desactivar el virus de CMV; 90°C durante
45 minutos mas priming con KNO3 a -20 atm durante 48 horas; 50°C durante 45
minutos e hidroacondicionamiento con agua destilada.

Ninguno de los tratamientos aplicados logr6 inactivar de manera simultanea los virus
Cucumber mosaic cucumovirus (virus mosaico del pepino, CMV) y Alfalfa mosaic
alfamovirus (virus mosaico de la alfalfa, AMV).

Se recomienda ensayar mas temperaturas dentro del rango de 50-90°C y duracion de
45 minutos en los tratamientos de termoterapia mas priming con KNOj3 para lograr

inactivar de manera simultanea los virus AMV y CMV en semilla de tomate de cascara.
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