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RESUMEN

ABSTRACT

Se determiné la incidencia del virus mosaico de la alfalfa (AMV) por
medio de la técnica ELISA-DAS en semillas y plantulas de chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.) de las variedades Criolla y Elsa
en Yucatan. La mayor frecuencia de AMV se detecté en los embrio-
nes de las semillas de ambas variedades. En plantulas de la varie-
dad Elsa se detecté el doble de incidencia del AMV (80%) que la
registrada en la Criolla (40%). La incidencia de AMV en plantulas
estuvo directamente relacionada con la incidencia que se registré en
los embriones de las semillas.

Palabras claves: Capsicum chinense, virus mosaico de la alfalfa,
transmisiéon por semilla

The incidence of alfalfa mosaic virus (AMV) in seeds and seedlings of
habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.) of varieties Criolla and
Elsa of Yucatan, was determined by ELISA-DAS technique. The highest
frequency of AMV was present in seeds embryos of both varieties.
The incidence of AMV was twice as much in Elsa seedlings (80%)
than that registered for Criolla (40%). AMV incidence in seedlings
was directly related with the incidence registered in the seed embryos.

Key words: Capsicum chinense, alfalfa mosaic virus, seed trans-
mission

INTRODUCCION
El virus mosaico de la alfalfa (AMYV) es la especie tipo del

género Alfamovirus dela familia Bromoviridae. Es un virus
multiparticulado y presenta tres moléculas de ARN en sen-
tido positivo, de cadena sencilla (csARN) encapsidados en
viriones baciliformes. Una cuarta molécula de ARN esta
contenida en una particula isométrica codifica parala pro-
teina de la capside [Matthews, 1991; Sutiz et al., 1999;
Fleysh et al., 2001; Bol, 2003].

El AMV se transmite de manera no persistente por
mas de quince especies de afidos entre los que se en-
cuentran Acyrthosiphon pisum, A. solani, Aphis
craccivora, A. fabae, A. medicaginis, Macrosiphum
euphorbiae, Myzus ligustri, M. persicae y Phorodon
cannabis. Este virus también se transmite a través de
las semillas de alfalfa (Medicago sativa L.), chile
(Capsicum annuum L.) y algunas malezas como Datura
stramonium L., Solanum nigrum L., Chenopodium quinoa
Wild. y posiblemente Melilotus spp. El porcentaje de
transmision en semillas comerciales de chile (Capsicum

annuum L.) oscila de 1 a 69% [Sutiz et al., 1999]. Las

plantas de chile provenientes de semillas infectadas con
AMYV retardan su crecimiento, y presentan escasa flo-
racién y amarre de fruto [Jaspars y Bos, 1980; Brunt

et al., 1990; Sutiz et al., 1999)].

La transmision del AMV por semilla esta asociada a la
infeccion del embrién. El virus presente en la testa y
en el endospermo puede inactivarse durante el proceso
de maduracién, almacenamiento y deshidratacién de
la semilla, de ahi que la transmisién por este medio
esta determinada por la invasion directa o indirecta del
embrién y por la sobrevivencia del virus durante la for-
macién de la semilla, almacenamiento y germinacién

[Johansen et al., 1994].

En Yucatan se detect6 en el 2003 la presencia del AMV
en plantaciones de chile habanero de las variedades
Criolla y Elsa. La presencia de AMV no estuvo asocia-
da con altas poblaciones de afidos vectores [Tun et al.,
inédito], lo que sugirié que su presencia podria expli-
carse por contaminacioén de la semilla provista por las
compainias semilleras.
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La presente investigacion se realizé con el propésito de de-
terminar el porcentaje de transmisién del AMV en semi-
llas de chile habanero de las variedades Criolla y Elsa
(C. chinense) y conocer la incidencia del AMV en la testa,
endospermo y embrién de las semillas de estas variedades.

MATERIALES Y METODOS

Testa, endospermo y embrién. Se incubaron 120 semi-
llas de cada una de las variedades Criolla y Elsa en
placas Petri de 10 cm de diametro sobre papel de filtro
no.2 por 48 h. El papel se humedecié previamente con
5 mL de amortiguador de extraccién (300 mg de al-
biimina de huevo, 195 mg de Na,SO,, 300 mg de PVP-40,
3 mL de Tween-20; aforado a 150 mL con PBSt1X (4 g
de NaCl; 0,58 gde Na,HPO ;0,1 g de KH,PO ;0,1 g
de KCI; 0,25 mL de Tween-20, aforado con agua des-
tilada a 1 L) para ablandar la testa. De cada variedad
se tomaron cinco grupos (repeticiones) de 20 semillas
y se disectaron en testa, endospermo y embrién con
ayuda de una pinza de relojero y un bisturi bajo un
microscopio estereoscopico 4X. De cada estructura de
la semilla se extrajo el virus por maceracién en 2 mL
de amortiguador de extraccién para realizar la prue-

bade ELISA-DAS.

Semillas y plantulas. Se pusieron a germinar 100 semi-
llas de cada variedad en contenedores de poliestireno
de 200 cavidades, rellenas con el sustrato a base de tur-
ba de Sphagnum de origen canadiense. El contenedor
se cubri6 con una malla antiafidos para prevenir el con-
tacto con posibles vectores de virus. A los 58 dias de
germinadas se tomaron 50 plantulas de cada variedad
y de cada una se colect6 0,1 g de tejido de la parte aé-
rea, y se extrajo la savia con la adicién de 2 mL de
amortiguador de extraccion para detectar la presencia

de AMV mediante la prueba de ELISA-DAS.

Deteccion de AMV. La presencia o ausencia de AMV en
plantulas y semilla (testa, endospermo y embrion) se
determiné con la prueba de ELISA con la variante de
sandwich de doble anticuerpo ELISA-DAS [Clark y
Adams, 1977] para fosfatasa alcalina. Se utilizaron con-
troles positivos, negativos y anticuerpos. Los valores
de absorbancia de cada muestra se obtuvieron en un
fotocolorimetro automatico, a una longitud de onda de
405 nm. La reaccién se consider6 positiva cuando la
lectura fue mayor al valor promedio de los controles
negativos mas dos veces la desviacion estandar [Sutula
et al., 1986]. Los resultados de densidad éptica de las
pruebas de ELISA-DAS se sometieron a analisis de
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varianza y comparacion multiple de medias con ayuda

del paquete estadistico SAS version 6.12 (1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia de AMYV en testa, endospermo y embrion
de semillas de chile habanero

La presencia de AMYV se detect6 en los embriones de
las semillas de las variedades Criolla y Elsa, en
endospermos de la Criolla y en las testas de la Elsa. La
mayor frecuencia de muestras positivas al AMV y con-
centracién viral (DO, _ ) seregistré en los embriones
de la variedad Elsa, seguido de los embriones y
endospermos de Criolla y testas de Elsa. Las muestras
de embriones y testas de la variedad Elsa detectadas
positivas provinieron de un total de 60 semillas. Para
la variedad Criolla las muestras positivas de endospermos
y embriones resultaron de 80 semillas (Tabla I).

Laincidencia del AMYV registrada en la variedad Elsa
fue superior a las reportadas en semillas de chile (de 1 a
69%), alfalfa (de 1 a 46%), trébol egipcio (Trifolium
alexandrinum L., de 60 a 70%) y trébol rojo (Trifolium
pratense L., de 0,2 a 6%) [Frosheiser, 1974; Jaspars y
Bos, 1980; Mishra et al., 1980; Brunt et al., 1990; Sutize
etal.,1999].

Asimismo la transmisién de semilla atribuible a la con-
taminacién de la superficie o testa fue baja. Esto pu-
diera deberse a que las particulas del virus no son sufi-
cientemente estables para resistir los factores inherentes
dela deshidratacién, cosecha y almacenaje de la semi-
lla; y el virus viable entrara en contacto con la plantula
solo si ocurre la inoculacién mecanica durante el
transplante o manejo [ Johansen et al., 1994].

Incidencia de AMYV en plantulas
y semillas de chile habanero

EI AMYV se detecté en plantulas de ambas variedades de
chile habanero, y fue significativamente mayor la con-
centracién viral (DO, . ) en la variedad Elsa. La inci-
dencia del AMYV en la variedad Elsa fue el doble de la
registrada en la variedad Criolla con 40%; sin embargo,
a pesar de que esta variedad present6 una mayor inci-

dencia de AMY, su porcentaje de germinacién fue mayor
(80%) en comparacion con la Criolla 60% (Tabla 2).

La relacién entre el porcentaje de plantulas y la inci-
dencia de semillas infectadas con AMV fue de 40% en
la variedad Criolla y de 80% en la variedad Elsa. El
porcentaje de plantulas infectadas con AMV y la inci-
dencia de semillas con AMV sugiere que la transmisién
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del virus por semilla esta asociada con la infeccion del
embrion, pues cuando se presenta en testa y endospermo
puede inactivarse durante el proceso de maduracién,
almacenamiento y deshidratacion de la semilla. Por
ejemplo, en las variedades Maris Kabul y Europe de

alfalfa el porcentaje de semillas infectadas con AMV
disminuye durante la maduracion de la semilla de 59 a
6,9%, y de 75 a 1,7%, respectivamente [Hemmati y
McLean, 1977; Pesic y Hiruki, 1986; Mink, 1993;
Johansen et al., 1994; Maude, 2000].

Tabla 1. Frecuencia y concentracion relativa (DO4050m)

de alfalfa mosaic virus (AMYV) en testa, endospermo
y embrion de semillas de chile habanero de las variedades

Criolla y Elsa
. Testa Endospermo Embrién

Variedad (DO4050m)P (DO405nm) (DO405nm)

Criolla 0/5% 2/5 2/5

1 0,099 0,099 0,112

2 0,106 0,117 0,111

3 0,104 0,128¢ 0,092

4 0,098 0,113 0,116¢

5 0,098 0,099 0,122¢

Elsa 1/5 0/5 3/5

1 0,099 0,107 0,136¢

2 0,113 0,107 0,127

3 0,109 0,100 0,101

4 0,115¢ 0,108 0,124«

5 0,105 0,110 0,106¢
Negativos

1 0,093 0,102 0,108

2 0,098 0,093 0,106

a: Numero de muestras positivas/total de grupos de semillas.

b: (DOu4osum): Valores de densidad éptica.

C: Muestra positiva basada en la media de los valores de las lecturas

de las muestras negativas (DO4o50m 0,1) més dos veces la desviacién

estandar (0,0128) = 0,113 D Ouo5nm.

Tabla 2. Porcentaje de germinacion, incidencia, concentracion relativa (DO4050m)
y deteccion de alfalfa mosaic virus (AMYV) por la prueba ELISA-DAS en plantulas
de chile habanero de las variedades Criolla y Elsa

. L, Plantulas
Variedad Semillas Germinacién D —
e sembradas (%) Analizadas AMYV +a DOso30m™ E‘Eeo;:c)lon
0
Criolla 100 60 50 20 0,115y b 40
Elsa 100 80 50 40 0,123 a 80

2: Reaccién positiva a AMV. Desviacién estandar = 0,0146, r>= 0,546, CV =12,29.

x: Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

v: Muestra positiva basada en la media de los valores de las lecturas de las muestras negativas

(DO405um 0,1) mas dos veces la desviacién estandar (0,0128) = 0,113 DO4osum.

Lareduccién en el porcentaje de deteccion (40%) regis-
trado en la variedad Criolla, que fue el doble de la va-
riedad Elsa, sugiere que la diferencia en porcentajes
obedece a los efectos de los procesos sufridos por las
semillas en su desarrollo, maduracién, limpieza y seca-
do que se traduce en valores representativos de su ca-

pacidad germinativa, vigor y contenido de humedad.
Estos factores aunados a las condiciones ambientales
(temperatura y humedad relativa) de conservacién in-
fluyen sobre la viabilidad de la semilla [Moreno, 1984;
Besnier, 1989; Egli, 1998; Hernandez- Verdugo et al.,
2001].
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CONCLUSIONES

* Las semillas de chile habanero de las variedades Elsa
y Criolla presentaron 60 y 40% de transmisién de
virus mosaico de la alfalfa (AMYV), respectivamente.

* En el embrién de las semillas de ambas variedades se
detectaron las mayores frecuencias de muestras po-
sitivas y concentraciéon viral de AMV (DO, . )en
relacion con el endospermo vy testa.

* Enla variedad Elsa se present6 la mayor incidencia

de plantulas positivas al AMV.
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