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La presente investigacion se llevo a cabo en dos etapas, la primera en el

invernadero de Alta Tecnologia del Departamento de Forestal de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en donde se establecio el cultivo de

meléon de los genotipos Top Mark y Crusier con la evaluacion de diez

tratamientos en un disefio de bloques completos al azar con arreglo factorial.

Los tratamientos consistieron en inocular plantas durante diferentes

etapas fenolégicas con los virus Mosaico del Pepino (VMP) y Virus Mancha

Anular del Papayo Variante Sandia (VMAP-S).
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La segunda etapa se llevdé a cabo en laboratorio y consistio en dos fases:

la primera en la deteccién por el método ELISA de los Virus VMP y VMAP-S
en tejido vegetativo, fruto (cascara y pulpa) y semilla (testa y endospermo) en

frutos cosechados a madurez fisiolégica.

En la segunda fase del trabajo de laboratorio se evalué la calidad fisica y

fisiolégica de la semilla de acuerdo a las regulaciones establecidas por el ISTA

(1996).

Los resultados de la prueba ELISA indican presencia de ambos virus de
ambos virus en semilla obtenida en invernadero. Se localizaron los dos virus en
testa y endospermo y en fruto (cascara y pulpa) solo se detectd el VMAP-S, con

lo que se demuestra la transmision de los virus mencionados por semilla.

En relacién a los genotipos evaluados es importante destacar que la

variedad Top Mark presenté mejores valores en germinacion estandar para las
variables por ciento de germinacioén, longitud de plumula y longitud de radicula y

solo en primer conteo el hibrido presenté mejores promedios.

Mientras en lo correspondiente a envejecimiento artificial se obtuvo un

comportamiento similar entre genotipos, esto es, no se detectaron diferencias

estadisticas significativas entre ellos.
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Las evaluaciones de calidad en la semilla obtenida en los diferentes
tratamientos, indican que las caracteristicas fisicas mostraron una buena
calidad dentro de los parametros evaluados. Sin embargo, en |lo
correspondiente a calidad fisiolégica, la germinacién estandar estuvo por debajo
del porcentaje establecido para esta especie. Asi mismo con referencia al vigor
mostré valores altos por lo que se muestra una diferencia amplia entre estos

dos parametros debido probablemente a una latencia inducida por manejo de la

semilla.
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ABSTRACT

Virus transmisission in melon (Cucumis melo L.) genotypes and their relation
whit seed quality.
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This research was carried out in two steps, the first one in the high
techology greenhouse from the Forestry Department from the Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), where two melon genotipes Top
Mark and Crusier were stablished. Ten treatments were evaluated in a

randomized complete block design with a factorial arrangement.

The treatments consisted in the innoculation of plants during different
phenological stages with the Cucumeber Mosaic Virus (CMV) and the Papayo

ring spot virus - Watermelon Variant (PRSV-W).
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The second step was carried out in laboratory and it consisted of two
stages: The first one consisted in the detection by the ELISA method of the CMV
and PRSV-W viruses in vegetative tissue, fruit (skin and flesh) and seed

(seedcoat and endosperm) in fruits harvested at physiological maturity.

In the second stage of the laboratory work the physical and physiological

seed quality were evaluated according to the regulations (ISTA, 1996).

The results of the ELISA tests showed the presence of both virus in
greenhouse grown seed. Both virus were detected in seed coat and
endosperm, while the PRSV-W was only detected on fruit, showing that the

viruses were transmitted by seed.

In relation to the evaluated genotypes, it is important to point out that the
Top Mark variety showed the best results in the standard germination test for the
following variables: germination porcentage, plumule length and radicle length,

while the hybrid only excelled in the first count variable.

The artificial agging test showed a similar performance between

genotypes, this is, no significant statistical differences were detected between

them.

The evaluations of the seed quality from the different treatments showed

good physical characteristics. ~However, for the physiological quality the



standard germination variable was bellow the stablished percentage for this
species. In relation to the vigor tests, the results showed higher values for all

variables than in the germination test, probably due to induced dormancy related

to seed handling.
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I. INTRODUCCION

La importancia econémica y social de la produccion de hortalizas en el
ambito mundial hace de esta actividad una fuente importante en la generacion
de empleo y captacién de divisas. El cultivo de melén se considera como una
de las principales hortalizas tanto por la superficie que ocupa, como por el valor

de la produccion.

En los dltimos arios, la superficie nacional destinada al cultivo de melén
se ha incrementado en mas del doble, al pasar de 22,000 a 45,000 ha. Asi

mismo, el volumen de produccién nacional ha aumentado al pasar de 320,000 a

592,000 ton para cada periodo (SARH, 1993).

Dentro de los aspectos que limitan la produccion de melon se encuentran
las plagas, entre las que se pueden citar: pulgénes (Aphis gossypii Glover 'y
Myzus persicae Sulzer), minador de la hoja (Liriomyza sp), la chicharrita
(Empoasca sp.) y la mosquita blanca (Bemisia tabaci y B. argentifolii). Estas
plagas causan dafios tanto directos como indirectos, ya que son los principales

vectores de virus los cuales son dificiles de controlar una vez que se establecen

en el cultivo.
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En afos recientes, las enfermedades virales han ocasionado una
reduccion drastica en el rendimiento de los cultivos horticolas en la mayoria de
las areas agricolas, siendo la intensidad del dafio relacionada a condiciones
locales de clima, manejo del cultivo, plagas, maleza, control quimico y cultural,
llegando a considerarse como una limitante en la produccién y calidad de la

fruta, afectando a casi el 90 por ciento de los productores (Vidales, 1987).

La transmisién de virus por semilla, no era un aspecto importante en la
epidemiologia de estos patégenos en los inicios del presente siglo. Los
primeros reportes al respecto aparecieron en los afios 20’s. En estudios
posteriores se ha confirmado su alta eficiencia de transmision a través de la
semilla, y la importancia en la epidemiologia de las enfermedades que
ocasionan, como son el Virus del Mosaico Comun de Frijol (BCMV), el Virus del
Mosaico del Pepino (PMV) y el Virus Mosaico de la Calabaza (CMV), los cuales

pueden transmitirse, de diferentes especies de plantas hospederas hasta en un

80 y 40%, respectivamente.

Dentro de una misma especie, las diferentes variedades o plantas
inoculadas en distintas etapas de su desarrollo pueden variar en el porcentaje
de transmisién de virus por la semilla, cuya eficiencia es afectada por altas y

bajas temperaturas y por el genotipo del hospedante (Agrios, 1988).

AUn no se sabe con certeza que determina que un virus sea o no

transmisible por semilla, algunos pueden sobrevivir en la semilla por algunos
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meses y otros por afos (Neergard, 1977).

La utilizacion de técnicas serolégicas como lo es la serologia por
inmunosorbencia con enzimas conjugadas (ELISA), representa una forma
precisa de detectar la presencia de virus patégenos ya que es una técnica
confiable y precisa, ademas de ser muy sensible y econémica en cuanto al uso

de reactivos y equipo, pudiéndose evaluar una gran cantidad de muestras al

mismo tiempo (Téliz y Mora, 1986).

Dada la importancia que tienen las enfermedades virales en las
Cucurbitaceas, especialmente en el cultivo de melén, es importante determinar
si son transmisibles por semilla y su forma de transmisién, asi mismo donde se

localizan los virus y por consiguiente el factor calidad, es decir como afecta los

atributos de la semilla.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo general
determinar la transmisién de Virus Mosaico del Pepino y Virus Mancha Anular
del Papayo variante Sandia en el cultivo del mel6n en el fruto (pulpa y cascara)

y en diferentes partes de la semilla (testa, endospermo y embrion).



Objetivos

¢ Detectar si los Virus Mosaico del Pepino y Virus Mancha Anular del Papayo
variante Sandia son transmitidos por semilla en el cultivo del melén y

determinar su localizacién y posicién (testa, endospermo o embrién).

¢ Determinar la incidencia de semilla infectada en diferentes épocas de

inoculacion y etapa fenoldgica.

€ |dentificar la localizacién del virus en el fruto (pulpa y/o cascara).

¢ Determinar la calidad fisica y fisiologica de la semilla cosechada en los

diferentes tratamientos.

Hipotesis

En el cultivo de meldén los Virus Mosaico del Pepino y Virus Mancha
Anular del Papayo variante Sandia se transmiten por semilla y estan localizados
en la testa, endospermo y/o embrién, afectando la calidad fisica y fisiologica de

la misma.



Il. REVISION DE LITERATURA
Virus, Efectos, Transmisién y Deteccién por Serologia.

Los virus son agentes infecciosos que son parasitos obligados,
microscépicos, no respiran y su particula esta formada por una parte central de
RNA o DNA y una cubierta de proteina (Lwoff, 1957; Stryer, 1981). El genero
Cucumo estad dentro del grupo del virus tipico que es el Virus Mosaico del
Pepino y se caracteriza por la envoltura proteica y del acido nucleico, donde

muestra también el tamario relativo de la mayoria de ellas (Lozoya, 1987).

Bernal et al. (1992) y Delgadillo (1989) mencionan que entre los virus que
atacan a las cucurbitaceas en el ambito nacional se incluyen Virus Mosaico del
Pepino, Virus Mosaico de la Sandia y Virus Mancha Anular del Tabaco, siendo
el primero el de mas amplia distribucién y mayor importancia. Por otro lado
Garzon (1990) indica que también se han detectado Virus de la Sandia—2, el

Virus Mosaico de la Calabaza y Virus del Enchinamiento de la hoja de Ila

calabaza.

Hecht (1993) menciona que la enfermedad del Virus Mosaico del Pepino

(VMP) puede causar grandes perdidas en la siembra del melén. Tiene una



amplia gama de plantas hospederas entre las que se encuentran maleza,
ornamentales, hortalizas, entre otras. Los sintomas de dicha enfermedad
consisten de un mosaico en las hojas de color verde claro y verde mas oscuro.
Por lo general ataca a plantas adultas, donde aparece un moteado en las hojas
mas jovenes que se deforman y adquieren un aspecto rugoso, por lo que el
crecimiento de la planta se reduce en forma drastica debido a que forma menos
guias y los entrenudos del tallo se acortan. En los frutos se forma el mismo
moteado del follaje y la reticulacién es incompleta, es importante no tener dos
sembradios vecinos de diferente fecha de siembra porque el contagio de la

primera puede ser un contagio temprano y esto podra impedir llegar a cosecha.

El mismo autor sefala que el Virus Mosaico de la Sandia o VMS-2 sé
manifiesta por un moteado o mosaico de las hojas, de color verde claro y
oscuro. Generalmente se forman una especie de ampollas entre nervaduras.
Las hojas de los cogollos se aglomeran y quedan enrolladas y de tamafno mas
reducido. Las flores se deforman y pueden no producir frutos. Para evitar esta

enfermedad hay que eliminar la presencia de afidos.

La poblacion patdgena afecta la resistencia a la enfermedad por medio de
su potencial genético para la virulencia, la densidad de inoculo y la condicién
fisioloégica (en gran parte determinada por el ambiente). La virulencia se define
como la capacidad para vencer la resistencia del hospedero. Con frecuencia

dentro de las especies patogénicas hay una variacion considerable en la



especificidad y el grado de virulencia que muestran los diferentes aislamientos

del hongo en las diferentes plantas hospederas (Christiansen, 1991).

La resistencia de una planta o de una parte de la misma, cambia
secuencialmente durante el crecimiento y desarrollo (Bell,1980; Populer, 1979).
Ejemplo son las raices e hipocotilo que son mas sensibles a la infeccion por
parasitos facultativos cuando son jovenes, pero con la edad se tornan
progresivamente mas resistentes. Al contrario, las hojas alcanzan un pico en la
resistencia cuando estan jévenes, a menudo antes del desarrollo completo, pero
con la edad se tornan progresivamente mas susceptibles. La planta como un
todo, a menudo es mas resistente durante su edad media, antes del crecimiento
mayor de las estructuras reproductoras (semilla, estolones, rizomas, etc.). Un
ambiente adverso puede incrementar o disminuir la resistencia hacia las

enfermedades, al alterar el patrén de cambios secuenciales asociados con la

ontogenia.

El no reconocer los cambios ontogénicos en la resistencia y su
interaccion con el ambiente, puede conducir a conclusiones erréneas acerca de
los niveles de resistencia en diferentes variedades, por ejemplo si se comparan
las variedades determinadas se les considera mas susceptibles a las
enfermedades foliares que las variedades indeterminadas, y por lo contrario si
se comparan en su etapa reproductiva, en las mismas condiciones ambientales,
de hecho las determinadas pueden ser iguales o mas resistentes (Christiansen,

1991).



La transmision de virus en plantas se lleva a cabo en diversas formas: por
propagacion vegetativa, mecanicamente a través de la savia y por medio de
semilla. El modo de transmisién de los virus mas comunes, es a través de
insectos vectores. Los insectos mas importantes para la transmisién de virus
son los &fidos y otros grupos del orden homéptera, asi como las que tienen

partes bucales perforadoras y succionadoras (Agrios, 1988).

Por su parte Timian (1974) menciona que la perpetuidad de los virus esta
relacionada estrechamente con hospederos como especies anuales y la

presencia de vectores poco moéviles transmisores de virus.

La transmisién de los virus por semilla es econémicamente significativa
en al menos diez grupos conocidos de virus entre los que se encuentran el
Virus Mosaico Estriado de la Cebada, Virus Mosaico del Pepino, Virus de la
Pera, Virus del Tomate Negro, Virus Mancha anular de la Frambuesa (Stace-
Smith y Hamilton, 1988). La transmision por semilla de otros virus se ha
demostrado bajo condiciones experimentales aunque estos no se puedan

transmitir bajo condiciones de campo.

Mink (1993) sefiala la interaccién estrecha del virus y su transmisién por
semilla, lo cual hace dificil discutir uno sin el otro. Sin embargo, son dos
conceptos que se deben considerar aparte, es decir la transmisién por semilla
examina los factores en detalle del movimiento de virus en la planta madre hacia

las partes de la semilla incluyendo el embrién.



Johansen y Edwards (1994) mencionan que la transmision a traves de
semilla es una propiedad intrinseca de por lo menos 21 tipos de virus que se
conocen en las plantas, esto es aproximadamente 18% de los virus se
transmiten por semilla y se estima que una tercera parte sera transmisible en un
fruto. Asi mismo, hacen mencion de la importancia y disponibilidad de nuevas

técnicas para estudiar infecciones virales ya que se ha creado un verdadero

interés en compaiiias productoras de semillas.

Davis y Hampton (1986) y Morales y Castafio (1987) indican que se ha
dado una influencia marcada del tiempo de inoculacién de la planta en la

transmisién por semilla, como un argumento que apoya a la invasion directa al

embrion (presencia viral antes de la embriogenesis). Por lo general los

resultados en la transmisién son bajas o nulas en plantas inoculadas durante o

después de florecer.

La serologia se uso por primera vez én la medicina humana como método

de diagnéstico y su gran sensibilidad ha superado otras técnicas que se
empleaban con anterioridad, y se extiende demasiado rapido a los campos de la
patologia vegetal (Austin, 1992). La Técnica Serolégica de Inmunosorbencia en
Enzimas Conjugadas (ELISA) descrita por Téliz y Mora (1986), es

extremadamente sensible y reacciona aunque el virus se encuentre en bajas

concentraciones.

Flores et al. (1997) indican que la técnica ELISA se basa en la interaccion
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del patégeno (antigeno) y el anticuerpo (que son proteinas inmunoglobulinas,
usualmente de conejos), y la reaccién se visualiza a través de la accion de la
enzima del conjugado sobre el sustrato. Los cuerpos monoclonales son los mas
especificos debido a que son poblaciones homogéneas de proteinas
inmunoglobulinas, esta técnica presenta la ventaja de ser facilmente montada y
una rapida deteccion de patégenos, ademas es sensible y permite la
cualificacion de los microorganismos. La técnica ELISA se basa en un mismo
principio, solo cambia el tipo de anticuerpo y el objetivo para su uso. Esta se
considera como un sandwich de doble anticuerpo debido a que el antigeno es
ubicado entre dos anticuerpos especificos, de captura y marcaje donde en este

Gltimo se conjuga a la enzima y se puede visualizar la coloracion.

Vidales y Delgadillo (1987) realizaron pruebas ELISA en una colecta de
semillas de melén, para la deteccion de varios virus, teniendo resultados
satisfactorios, encontrandose que la semilla de melén Top Mark y el hibrido del
pepino Calyso de la Compaiiia Ferrey Morse s€ encontraban contaminadas con

Virus Mosaico de la Calabaza, asi mismo los de la compaiia Escoseed.

Delgadillo y Garzén (1987) realizaron una colecta de cucuerbitaceas
como melén, sandia, pepino y calabaza en diversos estados de la republica
donde evaluaron seis tipos de virus por medio de serologia, indicando que el
VMAP-S y VMAZ se detectaron durante el trabajo donde este ultimo fue
detectado por primera vez en México. Asi mismo, se detectaron VMS-2; VMP,

VMC y VMAT durante el desarrollo de la investigacion.
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Por su parte Vega (1989) reporta la deteccion de enfermedades virosas
en testa y endospermo en semilla de chile jalapefio por medio de la técnica
ELISA. Asi mismo, De Ledn (1993) menciona la eficiencia que se tuvo al
realizar estas pruebas en la identificacion de fuentes de resistencia del Virus

Mosaico del la Sandia-2, en la que manifiestan la susceptibilidad que tiene esta

al ser utilizada.

Rueda (1998) realizd evaluaciones en sandia en antisueros contra

Acidovorax avenae pv citrulli para su deteccion en la Comarca Lagunera

mediante la obtencién de muestras de semilla, plantulas, hojas desarrolladas y

en fruto, por medio de ELISA. Los resultados mostraron la presencia de

Acidovorax avenae pv citrulli en semilla de importacién, por otra parte no hubo

presencia de esta, en plantulas, hoja y fruto obteniéndose resultados negativos.
Calidad de Semilla

La calidad de semilla se agrupa en un conjunto de atributos, en los que se
encuentran factores genéticos principalmente la pureza varietal; factores fisicos
que van desde el concepto tradicional de pureza de la incidencia y severidad
del dafio mecanico y tamario de la semilla; el factor patoldgico (sanitario) que se
refiere a cualquier incidencia de enfermedades y por ultimo el factor fisioldgico
como son la germinacion y el vigor. Mientras que en un lote de semillas, las

caracteristicas de calidad incluyen contenido de humedad, potencial de

almacenamiento, incidencia de contaminantes (malezas, con semillas de otros
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cultivos y materia inerte), uniformidad del lote y potencial de su comportamiento

(Delouche, 1986).

Moreno (1996) se refiere a la calidad fisiologica como un conjunto de
atributos que van a manifestar la capacidad de producir plantulas normales bajo
condiciones optimas y se vera manifestada en la germinacién estandar, vigor,
madurez, peso, etc.,, donde la calidad fisiolégica dependerd de factores
ambientales que pueden dariar seriamente la semilla en cualquier etapa

fenolégica.

Garay (1991) asocia a la calidad fisica con la presencia o en su defecto
ausencia de cualquier contaminante que no sea semilla, como pueden ser
semillas de otros cultivos, materia interte, malezas nocivas y comunes e
insectos, ademas se considera a esta como un punto clave para evitar la
diseminacion de malezas. La calidad fisica involucra aspectos determinantes
en la semilla como lo es el color, forma, brillantez, homogeneidad, humedad,

peso volumétrico y peso de mil semillas, ente otros (Moreno, 1996).

La germinacién estandar evalua el porcentaje de semilla viable en
términos de habilidad para producir una plantula normal bajo condiciones
favorables (Perry, 1981), por su parte Bustamante (1982) nos dice que la
capacidad de germinacién es el indice de calidad méas utilizado. Asi mismo,
Dasgupta y Austenson (1973) sefialan que la prueba de germinacion estandar

es un indicador util en la calidad de la semilla de trigo. Por otra lado Popinigis



(1985) menciona que raramente la germinacion sera util para pronosticar el

comportamiento en campo de la semilla, donde es posible que las condiciones

varien grandemente de condiciones 6ptimas a totalmente desfavorables.

ISTA (1985) define al vigor de la semilla como la suma total de todas

aquellas propiedades de la semilla que determinan el nivel de actitudes y

comportamiento de la semilla o lote de semillas durante su germinacion y

emergencia de la plantula, donde las semillas que se comportan bien se llaman

semillas de alto vigor y por el contrario semillas de bajo vigor.

Por su parte la AOSA (1983) sefiala que el vigor de la semilla determina

el potencial para una rapida y uniforme emergencia y el desarrollo de plantulas

normales bajo un amplio rango de condiciones ambientales y cita que el

deterioro natural o artificial de la semilla, implica cambios en la mitocondria y el

reticulo endoplasmatico que se ven afectados disminuyendo grandemente la

fuente de energia (ATP).

Delouche y Baskin (1973) sefialan que el envejecimiento acelerado es
una prueba de calidad, propuesta para predecir el potencial de almacenamiento

y el comportamiento en el campo de algunas semillas.

Perry (1981) propuso que la medicién del crecimiento o longitud de la
plantula es un ensayo de vigor, por otra parte Nebreada y Parodi (1977) en

triticale reportaron que las plimulas producidas de semillas de mayor peso
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fueron significativamente mas largas que aquellas provenientes de menos

pesadas, esto también ha sido citado por Chan et al. (1985) en sorgo, y en

cebada (McDaniel, 1969).

La prueba de peso seco de plantula se basa en el concepto de que las
semillas vigorosas son capaces de sintetizar eficientemente nuevos materiales
nutritivos y transferir estos nuevos productos al eje embrionario que esta
emergiendo, resultando en acumulaciones de peso seco (Copeland y McDonald,
1985), por otra parte Rincon (1989) reporta que el peso seco de plantula

utilizado como prueba de vigor, es poco confiable debido a que no permitié

diferenciar los niveles de calidad a lo largo de un periodo.



lll. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en dos etapas: la
primera se realizé en el Invernadero de Alta Tecnologia del Departamento de
Forestal, de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), el cual
presenta una temperatura que fluctua entre 28 y 31°C, con una humedad relativa
del 75 por ciento. La Universidad se localiza en Buenavista Sailtillo, Coahuila,
entre los paralelos 25°22'y 25°21' de Latitud Norte y los meridianos 101°103’ de

Longitud Oeste y una altitud de 1743 msnm.

La segunda etapa se llevé a cabo en el Laboratorio del Centro de
Capacitacion y Desarrollo de Tecnologia de Semillas (C.C.D.T.S) de la UAAAN y
en el Laboratorio de Fitopatologia del Campo Experimental de la Laguna

(INIFAP) ubicado en Matamoros, Coahuila.
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Invernadero

Material Genético

Se utilizaron dos materiales, la variedad Top Mark y el hibrido Crusier que

es un material tolerante a enfermedades y de buen rendimiento lo cual lo hace

muy conveniente al productor.

Descripcion de los genotipos

Crusier. Es un material de maduraciéon temprana que se caracteriza por tener
un fruto de tamaro uniforme, de apariencia refinada, de forma redonda con un
peso promedio de 2.0 — 2.5 kg. Con un alto contenido de sélidos solubles, de
excelente textura de pulpa, la cual es de color salmén (o naranja) y excelentes
rendimientos bajo condiciones adversas Yy presenta tolerancia a la cenicilla

polvorienta.

Top Mark. Es una variedad de polinizacion abierta, su relativa maduraciéon es
de 85 dias, el peso promedio de los frutos es de 1.4 kg, presenta una corteza
dura con ligeras costillas y una red densa, la pulpa es de textura mediana y
compacta y de color salmén, reacciona a uno o mas razas del mildiu polvoriento,

es tolerante a las aplicaciones de azufre y ademas es una planta vigorosa.
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Establecimiento del Experimento

La primera fase del experimento se montd a finales del mes de marzo de
1999, se inici® con el llenado de 80 macetas de polietileno negro con una
capacidad de 20 kg. Se utilizd graba como sostén de la maceta, la cual fue
previamente lavada con jabon en polvo y desinfestada con cloralex diluido al

15%, después se agreg6 sustrato Premier Promix — BX dejando la maceta a

unos 3 cm de su capacidad total.

La siembra se realizé en dos diferentes fechas, la variedad Top Mark el

dia 25 de Abril y el hibrido el 27 del mismo mes.

Alrededor del experimento se construyd una estructura de madera en
donde se colocé hilo de polipropileno en cada una de las plantas a manera de

tutor, con la finalidad de servirles de guia, enredando una rama conforme crecia.

Se realizé un riego previo a la siembra para saturar el sustrato con la
finalidad de evitar el endurecimiento del mismo y asi permitir a la semilla iniciar
su actividad. Enseguida se aplicaron riegos ligeros para mantener la humedad
Posteriormente, durante el

necesaria para la emergencia de la plantula.

desarrollo de la planta se aplicaron riegos cada tercer dia, hasta las etapas de

floracion, cuajado y llenado del fruto.
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Con la aparicion de las primeras hojas verdaderas los riegos se
combinaron con Raizin, el cual proporcioné algunos reguladores de crecimiento,
micro y macronutrientes. Se hizo una fertilizacion directa al sustrato con
fertilizantes granulados (20.5-00-00-24 y 18-46-00), evitando el contacto con la

pantula y la bolsa de polietileno con la finalidad de minimizar el dafio a la planta.

Con la finalidad de combatir afidos y mosquita blanca se realizaron
aplicaciones de Confidor y Thiodan a razén de 1.5 mir' 'y 1.0 mil™,

respectivamente.

Se evaluaron diez tratamientos los cuales consistieron de inoculaciones
con Virus Mancha Anular del Papayo variante Sandia y Virus Mosaico del

Pepino, en diferentes etapas fenoldgicas (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Tratamientos aplicados a los genotipos Top Mark y Crusier.
TRATAMIENTOS
1 Inoculaciones en la primera hoja verdadera con Virus Mancha
Anular del Papayo Variante Sandia (VMAP-S).

2 Inoculaciones en la primera hoja verdadera con Virus Mosaico del
Pepino (VMP).

3 Inoculaciones en la primera hoja verdadera con VMAP-S y VMP.

4 Inoculaciones en la primera, segunda y tercer hoja verdadera con
VMAP-S.

5 Inoculaciones en la primera, segunda y tercer hoja verdadera con
VMP.

6 Inoculaciones en la primera, segunda y tercer hoja verdadera con
VMAP-S y VMP.

7 Inoculaciones de la primera a la quinta hoja verdadera con VMAP-S.

8 Inoculaciones de la primera a la quinta hoja verdadera con VMP.

9 Inoculaciones de la primera a la quinta hoja verdadera con VMAP-S
y VMP.

10 Testigo.
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Las inoculaciones se realizaron manualmente, las cuales consistieron en
la aplicacién de carborundum a las hojas para provocar pequefas lesiones,
posteriormente se inocularon con un macerado de planta infectada inmerso en
una solucién de extraccion (Cuadro A.3) que permite que los virus se liberen

facilmente del tejido y se mantengan viables por largo tiempo.

La floracion se inicié con la aparicion de las flores macho, observandose

primeramente en el hibrido. Ocho dias después se inicio la diferenciacion floral

femenina y hermafrodita, procediéndose a polinizar en forma manual. La

polinizacién consisti6 en remover el polen de la flor macho con un pincel y

depocitarlo en los receptaculos de las flores fértiles, en ocasiones se recurrio a

romper anteras con bisturi y pinzas para facilitar la extracciéon del polen.

La polinizacion se realizé por las mafanas de 10:00 A.M. a 12:00 P.M. y

por las tardes de 17:00 a 19:00 P.M., horas en que se obtuvo polen de mejor

calidad. Inicialmente se observé un 50 por ciento de aborcion floral, aumentando

considerablemente debido a que las polinizaciones manuales son de gran riesgo

para el amarre de frutos en el cultivo del meloén, por lo que fue necesario realizar

varias pasadas por un par de dias en cada flor. Se obtuvo por lo menos un fruto

por planta.

La cosecha inicio el 28 de julio de 1999, tomandose como indicador que el
pedunculo se desprendiera faciimente del fruto. La cosecha se realizd en

diecisiete fechas, etiquetando cada fruto cosechado con su genotipo y repeticion.
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Para la obtencion de la semilla se utilizé la metodologia descrita por
Molina et al. (1990), la cual indica que la mejor forma de extraer la semilla del
fruto es mediante un proceso de fermentacion de las placentas por un periodo de
12 a 24 horas, en donde se obtendra el 96% de germinacion, asi mismo es
recomendable almacenar el fruto 4 dias después de la cosecha para incrementar
el vigor de la semilla. Posteriormente, fueron lavadas con agua corriente para
retirar el tejido mucilaginoso, enseguida se depositaron en mallas de plastico

para iniciar el secado de las mismas.

Variables Cuantitativas del Fruto

a). Peso. El peso total del fruto se obtuvo con una balanza de tipo granataria

de cucharén OHAUS™, reportandose en gramos.

b). Diametro ecuatorial. La lectura se obtuvo midiendo el diametro del fruto,

por su parte mas ecuatorial, posteriormente se realizd un corte

transversal, se procedié a medir el diametro con un vernier reportandose

en centimetros.

c). Diametro polar. Se evalu6 midiendo el fruto por la parte mas polar,

procediéndose a medir en forma longitudinal con un vernier, expresandose

en centimetros.
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d). Diametro placentario. Una vez realizado el corte transversal del fruto se
procedi® a medir con un vernier el diametro de la cavidad del tejido

placentario, reportandose en centimetros.

e). Espesor de la pulpa. Se realiz6 con la ayuda de un vernier, la lectura se

tomo donde inicia el tejido placentario hasta el inicio de la céascara,

reportandose en centimetros.

f). Espesor de la cascara. Se midi6 la parte exterior de la pulpa hasta la

epidermis del fruto, con un vernier. Sé expreso en centimetros.

Variables Cualitativas del Fruto

a) Grados Brix. Se determiné la cantidad de sélidos solubles (cantidad

de azlcar) con un refractrometro manual AO, el cual tiene una escala

de O a 32 grados.

b) Tipo de Red. Se determin6 en forma visual, es decir observando si la

red estaba marcada o en su defecto esta no estaba lo suficientemente

marcada.



Laboratorio

Método Elisa

Los virus se detectaron siguiendo la metodologia descrita por Teéliz y Mora
(1986), por medio de la Técnica Serolégica de Inmunosorbencia en Enzimas
Conjugadas (ELISA) (Cuadro A.6). Se utilizaron gammaglobulina 'y conjugada de

la Comparnia AGDIA.

La técnica ELISA es muy sensible y reacciona adn cuando se encuentre

el virus en bajas concentraciones, por lo que en cada prueba realizada en este

trabajo se tomaron hojas, tallos, frutos (cascara y pulpa), semilla (testa y

embrién); en el caso de semilla se tomaron de 10 a 15, separando la testa del
endospermo, esto se realizé con la ayuda de bisturies estériles, posteriormente
se depositaron en tubos tipo Ependorff individualmente; agregandose 1.0 mil?
de solucion de extraccidon (Cuadro A.3), almacenandose por un periodo de 12
horas a una temperatura de 4°C, esto se hizo para que la solucion se embebiera

en cada uno de los tejidos, para facilitar la liberacion de los virus, posterior a esto

se realizé el macerado en morteros con pistilo de porcelana.

Con relacién a hojas, tallos y frutos la maceracion se realizé anadiendo
5.0 miI"" de solucién de extraccién a 1.0 g de los tejidos mencionados, cabe

destacar que la molienda se hizo inmediatamente en morteros de porcelana sin
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necesidad de almacenar, ya que el material es suave y la solucién de extraccion

actua rapidamente.

El método ELISA consisti6 en ocho pasos los cuales se mencionan a

continuacion:

a) Cubrir las paredes del plato de poliestireno con gammaglobulina de
cada virus.

b) Lavar el plato.

c) Preparacion de la muestra.

d) Colocacion de la muestra en el plato y lavado del mismo modo.

e) Colocacion de la conjugada de gamaglobulina con la enzima.

f) Lavado del plato.

g) Reaccién con el sustrato de la enzima.

h) Evaluacién de la reaccion.

El procedimiento completo se presenta en el A.6. La evaluacion de la
reaccion producida por la hidrélisis del sustrato por la enzima se realiz6 despues
de una hora, esperando un tiempo maximo de tres horas para hacer la lectura.

La coloracién indicadora de la presencia de virus es de color amarillo (+), la

ausencia de color es para los negativos (-).
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Estudio de Calidad de la Semiilla.

Material Experimental

Se utilizé semilla de los frutos obtenidos de plantas evaluadas en la etapa

invernadero, los genotipos Top Mark y Crusier.

Peso de Mil Semillas (PMS). Se realizé con semilla pura, tomandose ocho
repeticiones de 100 semillas, de cada muestra el conteo de semillas se hizo con
la ayuda de abatelenguas para facilitar el manejo, cada una de las muestras se
pesd en una balanza digital OHAUS™ de dos digitos y se expres6 en gramos

(ISTA, 1996).

Peso Volumétrico (PV). Debido a que se contaba con poca cantidad de semilla

no se pudo determinar este peso con la balanza, por lo que sé empleo el

método del vaso de precipitado. Utilizandose dos vasos de porcelana de
diferente capacidad y uno mas para contener la semilla, la semilla se vertid en
los vasos hasta derramarse a una distancia +20 centimetros, para lograr un buen
acomodo de la semilla. Enseguida, se paso una regla de madera por el borde
del vaso en forma de zig, zag, para eliminar el excedente, posteriormente se
pesé en gramos en una balanza digital OHAUS™ de dos digitos (ISTA, 1996),
realizando tres repeticiones por muestra. El peso volumétrico se determino

utilizandose la siguiente formula:
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Peso Volumétrico = Peso de la semilla x 100
Volumen del vaso

Germinacion Estandar (GE). Se realizé conforme a las reglas recomendadas
por la ISTA (1996), el procedimiento del ensayo de germinacién consistio en tres
repeticiones de 25 semillas cada uno, las cuales fueron tomadas al azar, Yy
colocadas en toallas de papel Anchor humedas; enrolladas en forma de “tacos” O
“mufiecas”, orientandose el embrién hacia abajo para que la radicula, hipocotilo y
epicotilo se desarrollaran sin problema. Los tacos fueron etiquetados
debidamente con un lapiz tinta, posteriormente se colocaron en una camara

germinadora marca Hoffman manufacturing, modelo TMP10 a una temperatura

de 25 + 1°C, manteniendo el material humedo durante la prueba, por ocho dias.
Las evaluaciones se realizaron a los cuatro dias, contabilizando unicamente

plantulas normales y a los ocho dias se incluyeron las plantulas normales,

anormales duras y/o muertas. El porcentaje de germinacion resulta de la suma

de las plantulas normales del primer y segundo conteo.

Envejecimiento artificial (EA). Para esta prueba se utilizaron vasos de
precipitado de 250 ml conteniendo 75 ml de agua, donde se colocaron dos
mallas, una en forma de tubo y otra donde sé depositaron 85 semillas tomadas al
azar, los vasos se cubrieron con plastico el cual fue sujetado con ligas. Los
vasos se colocaron en una camara de envejecimiento acelerado tipo

VWRScientific a una temperatura de 40°C por un periodo de 48 horas, con una

humedad relativa del 100 por ciento, ISTA (1996). Posteriormente, la semilla se



rma que en germinaciéon estandar, el

sembro en papel Anchor de la misma fo

resultado de esta evaluacion refleja el vigor de la semilla.

Longitud de Hipocotilo (LH) y de Radicula (LR). Esta prueba fue realizada en

germinacion estandar y envejecimiento acelerado. Para evaluar el desarrollo de

la plantula (longitud del hipocotilo), se trazo con un lapiz una linea a once
centimetros del borde del papel Anchor y a continuacion se trazaron lineas
paralelas a una distancia de dos centimetros de linea a linea. Sobre la marca de
la primer linea se colocaron 25 semillas a una distancia de medio centimetro una

de otra, con la plumula dirigida hacia arriba. El papel se enroll6 en forma de

taco o muhneca.

Al concluir la prueba, se contaron las plumulas de las plantulas normales
situadas entre cada par de lineas paralelas. Cada punto medio entre dos lineas
paralelas le correspondi6 un valor, por ejemplo para el punto medio entre la linea
inicial y la linea paralela se le asigné 1, al siguiente punto intermedio 3, a las
siguientes 5, 7, 9 11 y 13 sucesivamente. El nimero de plumulas que quedo
entre dos lineas paralelas se multiplicé por el valor medio de dichas paralelas y

los productos se suman. La longitud total se divide entre el numero de semillas

que se utilizaron para el calculo, de la siguiente manera:

| NXy +NX3.eeenen. + NXy3
# semillas establecidas



en donde:

r
il

longitud media de las plumulas.

numero de pliumulas entre cada par de paralelas.

3
I

x = distancia media desde la linea central.

Posteriormente, se tomaron siete plantulas normales al azar, se midieron

con una regla para obtener un promedio y reportarlo en centimetros.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Invernadero

Disefio Experimental

Para evaluacién de los tratamientos en invernadero en su etapa fenoldgica
de desarrollo a cosecha se utilizé6 un disefio de bloques completos al azar con
arreglo factorial. En la variedad Top Mark se evaluaron 10 tratamientos con 6
repeticiones y para el hibrido Crusier 10 tratamientos con 2 repeticiones. Donde
los parametros estuvieron representados por 2 genotipos (Ge) y 10 tratamientos
(Tr). La unidad experimental estuvo representada por una maceta (bolsa) de

polietileno negro con capacidad de 20 kg.

Analisis de Varianza

En la etapa de invernadero para la produccion de fruto y semilla para
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cada variable se realizé un analisis de varianza mediante la metodologia de un
disefio completamente al azar con un arreglo factorial usando el procedimiento
GLM de SAS (SAS, 1990), donde en cada analisis se probaron los efectos de
genotipos (Ge) y tratamientos (Tr), para observar las variaciones de cada uno de

estos. El modelo factorial usado es el siguiente:

Modelo:
Yijk =n+v+T + (VT%j + sijk

i es el 1, 2, genotipo: jes el 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, tratamiento.

Donde:

Yk = es el valor de la caracteristica en estudio; p es la media general; v

es el efecto del i — ésimo genotipo; t es el efecto del j — ésimo tratamiento;

. . . . : j — ésimo
(vt);es el efecto conjunto e interaccion del i — ésimo genotipo por el j — ésim

tratamiento; g es el error experimental.

Laboratorio

Disefio Experimental

En relacién de la calidad fisica se utilizd un disefo completamente al azar

con un arreglo factorial de tratamientos 2 x 10 con cuatro repeticiones para peso

de mil semillas y tres repeticiones para peso volumeétrico.
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Para la determinacion de la calidad fisiolégica de la semilla de meldn, se
realizaron pruebas de germinacion estandar y envejecimiento acelerado o
artificial (vigor) usando un disefio completamente al azar con un arreglo factorial
de tratamientos 2 x 10 con tres repeticiones. Los factores estuvieron

representados por dos genotipos (Ge) y 10 tratamientos (Tr).

Analisis de Varianza

Para las variables de calidad fisica y calidad fisiologica se realizd un
analisis de varianza mediante la metodologia de un disefio completamente al
azar con arreglo factorial usando el procedimiento GLM de SAS (SAS, 1990).
Donde en cada analisis de varianza se evaluaron los efectos de los genotipos

(Ge) y tratamientos (Tr), para observar la variacién de cada uno de ellos y la

forma de interaccion.

Modelo:
Yik =p+vi+71+ (vr}j + Eijk

iesel1, 2, genotipo;jesel1,23,4,5,6,7, 8,9, 10, tratamiento.

Donde:

Y = es el valor de la caracteristica en estudio; p es la media general; v

es el efecto del i — ésimo genotipo; t es el efecto del j — ésimo tratamiento,



(vt); es el efecto conjunto e interaccion del i — ésimo genotipo por el j — ésimo

tratamiento; g, es el error experimental.

Analisis Covarianza

Anteriormente, se realizé un analisis de covarianza la cual es una técnica

que resulta Gtil para mejorar la precision de un experimento.

Modelo: ‘

Yix=H+0i +T; +(gt)i+B (% - X) + Ejk

iesel1, 2, genotipo:jesel1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, tratamiento.

Donde:

Y« = es el valor de la caracteristica en estudio; p es la media general; g

es el efecto del i-ésimo genotipo; 1 es el efecto del j-ésimo tratamiento; (gt ); es

el efecto conjunto e interaccion del i-ésimo genotipo por el j-ésimo tratamiento;

es el coeficiente de regresion; y; es el valor de la covarianza, X es la media

general de la covariable y gy es el error experimental.

Con el analisis de covarianza se buscé adaptar el valor observado a la

respuesta para tomar en cuenta el efecto de la covariable. Si no se lleva a cabo
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dicho ajuste, la covariable aumenta el cuadrado medio del error, con lo que hay
mayor dificultad en la deteccion de diferencias reales en la respuesta debidas a
los tratamientos. Por lo tanto, el analisis de covarianza es un método para tomar
en cuenta el efecto de la variable fecha de cosecha que no fue controlada, este

procedimiento es una combinacion de los analisis de varianza y regresion.

En donde los efectos del tratamiento después de ajustar se estimaron por

covarianza de la siguiente manera:

Yi= v - B(xi - X)
Donde:

Y;= efecto del tratamiento; vy, = variable; f= coeficiente de covarianza;

x; = covariable; x= media general de la covarianza.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa de Invernadero

En el Cuadro A.7 se muestran los cuadrados medios Yy significancia
estadistica de los analisis de varianza de las variables evaluadas en la etapa de
invernadero para ambos genotipos. La fuente de variacién genotipos presenta
una alta diferencia significativa (P<0.01) péra las variables peso y diametro
ecuatorial, mientras que en lo correspondiente a diametro placentario y grados
Brix se detectaron diferencias significativas (P<0.05). La diferencia entre
genotipos es debida principalmente a que los materiales evaluados son
genéticamente diferentes. Crusier es un hibrido con tolerancia a algunos virus,

mientras que Top Mark es una variedad catalogada como susceptible.

La fuente de variacién tratamientos y la interaccion genotipos X
tratamientos nos indican que son estadisticamente iguales para todos los
tratamientos evaluados. El que no se haya detectado diferencia significativa
entre tratamientos deja ver que para parametros evaluados en invernadero el
efecto de las inoculaciones con virus llevadas a cabo en diferentes etapas

fenologicas tuvieron un efecto muy similar.
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Aunque no se observaron diferencias significativas entre tratamientos, se
consideré importante desde el punto de vista biolégico presentar los
promedios para las variables evaluadas en invernadero (Cuadros A.8 y A.9)

para cada genotipo.

Para el hibrido Crusier en los tratamientos 3 y 4 en donde se inoculé con
virus en la primera hoja verdadera con VMAP-S y VMP y virus en la primera,
segunda y tercer hoja verdadera con VMAP-S, respectivamente, se encontraron
frutos que en promedio presentaron un menor peso (827.8 y 894.7 g v
diametro ecuatorial (10.95 y 11.25 cm) y polar (13.62 y 13.50) que el resto de

los tratamientos.

En cuanto al testigo (tratamiento 10) se manifestd un comportamiento
inesperado, ya que para las variables peso, didmetro ecuatorial y longitud de
pulpa y cascara presentd los valores mas bajos. En el tratamiento 6
(inoculaciones en la primera, segunda y tercer hoja verdadera con VMAP-S y

VMP) se observd el mejor peso (1740.0 g) y didmetro ecuatorial y polar con

13.78 y 21.00 cm, respectivamente.

Asi mismo, el Cuadro A.9 contiene la comparacion de medias para
tratamientos en la variedad Top Mark, en donde se observé para las variables
peso, diametro ecuatorial, polar y de placenta, grados Brix y longitud de pulpa y
cascara no existen diferencias significativas entre tratamientos, lo cual como se

menciond anteriormente indica que los tratamientos evaluados tuvieron un
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efecto similar. Sin embargo se puede observar que para las variables peso,
diametro ecuatorial y diametro polar en los tratamientos 4, 5, 6 y 7 se obtuvieron
los frutos de mayor tamario. Con relacién al diametro de placenta se encontro el

menor valor en los tratamientos 2 y 8 (4.32 y 4.31 cm, respectivamente).

Para la variable grados Brix que expresa el contenido de sélidos solubles
(azucar) se encontré que el testigo presentd uno de los valores mas bajos
(7.50), mientras que en los tratamientos 5, 6 y 7 se detectaron los valores mas

altos.

En cuanto a longitud de pulpa se observé un rango de variacion pequeno

con valores que van de 2.77 cm en el tratamiento 9 a 3.80 cm en el tratamiento

7.

Para longitud de cascara, que es una caracteristica importante de calidad
del fruto se detectd también una variacion pequefia, encontrandose los valores
mas bajos en los tratamientos 6 y 8 (0.21 y 0.19 cm) mientras que el testigo
mostré un valor intermedio (0.36 cm), ya que el valor mas alto se presento en el

tratamiento 4 con 0.42 cm.

Al igual que en el hibrido Crusier el testigo para Top Mark presentd
caracteristicas menos deseables. que el resto de los tratamientos,

considerandose como un resultado inesperado.
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De manera general y de acuerdo a los promedios a través de
tratamientos se observa que el hibrido Crusier presentd los valores mas altos
para las variables peso, diametro ecuatorial, polar y placenta, grados Brix y
longitud de pulpa el hibrido, lo cual indica que por su genotipo posee un mayor

vigor.

Ibarra (1989) menciona que la calidad del fruto del melén se ve afectada
por la presencia de enfermedades virosas, lo cual causa una baja en la
produccion, diametro de fruto, grosor y longitud de pulpa y grados Brix, dichas

enfermedades son transmitidos por insectos como los afidos.

Asi mismo, Coudriet (1962) dice que es logico pensar que la produccion
sera afecta por el Virus Mosaico del Pepino y Virus Mosaico de la Sandia en el
cultivo de melén, entre los vectores que causan estas enfermedades se
encuentran los pulgones. Por lo cual basandose en lo mencionado se pude

inferir que la produccion se reduce por la transmisién de virus.

Etapa de Laboratorio

Deteccion por el método ELISA

La deteccion de los virus para localizar su posicién de los diferentes

tejidos se realiza por la prueba seroldgica como lo es el método ELISA, el cual
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se describe ampliamente en el apéndice (A.6). Y los resultados de estas

pruebas se dan a continuacion.

En el Cuadro 4.1 se presentan los resultados de la prueba ELISA para
presencia del Virus Mosaico del Pepino en semilla de dos genotipos de melén.

Se observa que en el tratamiento 1 se obtuvo tnicamente un positivo débil en
testa en el genotipo Top Mark, mientras que para el genotipo Crusier se obtuvo

un positivo débil en endospermo.

Para el tratamiento 2 se detectaron dos muestras con presencia del virus,

una positiva y otra positiva débil, ambas en endospermo.

El tratamiento 4 dio un resultado positivo y un positivo débil en

endospermo para el genotipo Top Mark, miéntras que el hibrido Crusier se

obtuvo un solo positivo.

Para el tratamiento 6 se observé un positivo en cada genotipo en

endospermo.

Con relacién al tratamiento 8 se detectd un positivo en endospermo en la
variedad Top Mark. En el tratamiento 9 se observaron 2 muestras positivas,

una en cada genotipo en tejido de endospermo.
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En el testigo (tratamiento 10) se observaron 2 positivos débiles en testa

para la variedad Top Mark y un positivo débil para testa en el hibrido Crusier.

El que se haya detectado positivos en el testigo puede indicar que se
presentd transmision de virus por contacto manual de las plabtas durante su

crecimiento.

Vidales (1987), detectd la presencia del virus Mosaico del Pepino en
semilla de meldén después de realizar colectas de muestras en diferentes

empresas, sin embargo no indica en que parte de la semilla se detecto.

Gillaspie et al. (1993) detectaron transmisién por semilla en cuatro lotes
de chicharo de vaca del Virus Mosaico de la Mancha Negra con una incidencia
del 0.4 al 50%, para lo cual separaron los cotiledones y el eje embrionario y

fueron evaluados separadamente por el método ELISA. En los analisis

encontraron el virus tanto en cotiledones como eje embrionario, mientras que

en la testa se detectod poco virus infeccioso.

En el cuadro 4.2 se reportan los resultados de la prueba ELISA para la

presencia de Virus Mancha Anular del Papayo Variante Sandia para ambos

genotipos.

En el hibrido Crusier se detect6 un positivo en endospermo y un positivo

debil en testa. Para la variedad Top Mark no se detectaron muestras con
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presencia de virus, para el tratamiento 2 hubo una mayor frecuencia de
positivos, sobre todo para la variedad Top Mark, en donde para tejido de
endospermo se detectaron 5 muestras positivas, mientras que en testa, se
identificd una positiva. De manera contraria, para el hibrido Crusier se detectd

un positivo débil en testa.

La prueba ELISA detecté en el tratamiento 3 para la variedad Top Mark
dos positivos en endospermo y un positivo débil en testa. Mientras que para el

genotipo 2 se detectaron tres positivos en endospermo y un positivo en testa.

McDonal y Hamilton (1972) y Uyemoto y Grogan (1977) sefialan que la
presencia de infecciones virosas en partes de la semilla fuera del embrion
(testa) resulta en la transmisién por semilla del Virus Mosaico Meridional del
Frijol. Indican ademas, que la taza de transmisién por semilla es baja y que la

mayoria de virus en la testa y el embrién se inactivan durante la maduracion.

Johansen y Edwards (1 994) realizaron una serie de investigaciones en
donde muestran que la inactivacién de los virus en la testa durante la
maduracién de la semilla se observa en numerosos casos como: Virus Mosaico
de la Alfalfa, Virus Mosaico de la Soya, Virus Mosaico Comun del Frijol, Virus
Moteado Clorotico del Garbanzo, Virus Mosaico Enano del Maiz, Virus Mosaico
de la Pera. Tal inactivacién explica el porque los virus infecciosos raramente

ese encuentran en la testa.
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Para el tratamiento 4 se encontraron 3 lecturas positivas en endospermo

de la variedad Top Mark y 1 positiva igualmente en endospermo para el hibrido

Crusier.

Con relacién al tratamiento 5 se identificé un positivo en cada genotipo
en tejido de endospermo. Igualmente para el tratamiento 6 dnicamente se

identificaron 2 positivos para cada genotipo en tejido de endospermo.

Para el tratamiento 7 se identifico un positivo en endospermo para la

variedad Top Mark y un positivo débil en testa para el hibrido Crusier.

En el tratamiento 8 en tres de las cuatro muestras analizadas se

identificaron positivos para la variedad. Top'Mar'k en tejido de endospermo.

Para el tratamiento 9 solamente una de las tres muestras result6 positiva
en testa y endospermo para el hibrido Crusier. El testigo (tratamiento 10) para
la variedad Top Mark presenté un positivo en endospermo y tres en testa, y
para el hibrido Crusier se detecté un positivo en endospermo y un positivo débil
en testa. Estos resultados sugieren que el virus se puede transmitir a traves del

rose de la persona que conduce el experimento, entre plantas con virus y

plantas libres de virus.
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En el presente trabajo no se detecto la frecuencia de los virus en estudio
en el embrién, pero existen diferentes reportes en otros cultivos en donde se ha

identificado |la presencia de los virus.

Carroll et al. (1979) determinaron que la resistencia a la transmision por
semilla del Virus Mosaico Rayado de la Cebada es un caracter recesivo y la
transmision por semilla expresada en la generacién Fq fue de 64.6% y en la
cruza reciproca fue de 39.6%, esta diferencia se debe principalmente a que la
transmision de este virus por semilla es mas frecuente a través del évulo

infectado que a través del polen infectado.

De acuerdo con Adams y Kuhn (1977) la transmisién por semilla del
Virus Moteado del cacahuate es consecuencia de la infeccion del embrién y la
transmision del virus varié de 0.5 a 8.3% en un experimento llevado a cabo con
semilla obtenida en campo. Adams y Kuhn (1977), Alconero et al. (1986),
Bailiss y Offei (1990), Bowers y Goodnian (1982), reportan de un 0 a un 20% de
frecuencia de transmision de virus por semilla en los cultivos de cacahuate,

chicharo, alfalfa y soya, respectivamente.

Uyemoto y Grogan (1977) reportan transmisién de 3 razas del Virus
Mosaico Surefio del Frijol (VMSF) a través de los embriones en tres cultivares
de frijol y encontraron también que hay una mayor frecuencia de transmision en
semillas inmaduras que en semillas maduras. Por otra parte Carroll (1981)

menciona que por consiguiente, la transmision 'por semilla de VMSF es al
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parecer determinada por la habilidad de este virus de invadir los 6rganos
masculinos a los meristemos reproductores femeninos en una fase muy

temprano en su desarrollo, lo cual infecta indirectamente al embrién.

El acceso del virus al embrion es indirectamente por la infeccion de los
tejidos reproductivos antes de la embriogénesis (6vulo, célula megaespora
madre, célula polen madre), o directamente por invasion del embrion durante
algunas etapas de la embriogenesis. Por su parte Hemmati y McLean (1977)
y Mink (1993) mencionan que raramente se han encontrado virosis provocadas

por polen infectado a los embriones, en tejidos sanos.

La mayoria de los experimentos sugieren entrada indirecta de los virus
dentro del embrion, pero también hay evidencia de la invasién directa. Los
mecanismos de las rutas de entrada de los virus aun no estan plenamente

identificados (Johansen y Edwards, 1994).

Wang y Maule (1992 y 1993) presentaron nuevas evidencias de la
invasion directa del embrién en el cultivar Vedette de chicharo. En este caso la
transmisién por polen del PSBMV no ocurrié en las vainas y semillas ya que no
fueron detectados por ELISA, inmuno-citoquimica y hidrolizacion-in situ.
Aunque el PSBMV fue detectado en el funiculo previo a la fertilizacion, no se
detecto6 frecuentemente en 6vulos no fertilizados. Después de la fertilizacion el
virus fue detectado en testa en desarrollo, endospermo y en el suspensor

embridnico.
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No se conoce como los virus se mueven dentro del embrion, pero el
punto de contacto entre la testa y el suspensor fue sugerido como la ruta de
entrada. Wang y Maule (1993) sugieren que le virus puede ser capaz de
atravesar la pared celular entre la testa y el suspensor por un mecanismo aun
no definido, o este puede ser capaz de inducir la formacion de nuevos

plasmodesmos, asi permitiendo la invasion directa del embrion.

Johansen y Edwards (1994).han proveido evidencias de invasion
indirecta de embriones observando los virus en la célula megaspora madre en
el huevo (cigoto), o en las células madres del polen. Por ejemplo en el Virus
Rayado del Tabaco (VRT) se encontraron particulas de este virus en premeiosis
en células madres del polen antes de la meiosis y después en el polen.
Wilcoxson, et al (1975) detectaron el Virus Mosaico de la Alfalfa (VMA) en el
citoplasma del polen de alfalfa. Ambos virus son transmitidos via polen —
infectado. El virus VMAT tiene el inoculo desde que se produce la semilla

porque nace con él, en la pared del gametofito del polen de soya.

Mink (1993) realizé6 una revision de los virus convencionales que son
transmitidos a través del polen y semilla, menciona a 108 virus entre los que se

encuentran el Virus Mosaico del Pepino y Virus Mosaico de la Sandia.

La revision realizada por Johansen y Edwards (1994), indica que la
inestabilidad del virus puede limitar su transmision por semilla por la

inactivacion del virus en el embrién durante la maduracion de la misma. Por
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ejemplo VMA en alfalfa, VMS en soja, y VMSF en frijol, dicha inactivacion puede

continuar durante el almacenamiento.

En el Cuadro 4.3, se presentan los resultados de la prueba ELISA para

presencia de Virus Mancha Anular del Papayo Variante Sandia en frutos de la

variedad Top Mark y el hibrido Crusier.

Para el tratamiento 1 se detecté un positivo de 4 de las muestras

evaluadas en pulpa del fruto de la variedad Top Mark.

En la variedad Top Mark del tratamiento 2 se detectd un positivo en

cascara y otro en pulpa de un total de ‘8 muestras. También se detecté un

positivo en pulpa para el hibrido Crusier.

Con relacién al tratamiento 3 en la variedad Top Mark se detectd un
positivo en cascara y dos en pulpa de un total de 5§ muestras, mientras que para

el hibrido Crusier se detectaron dos positivos en pulpa.

Igualmente en el tratamiento 6, Unicamente se encontraron positivos en

Top Mark, uno en cascara y uno en ~pulpa. En &l tratamiento 7 para la variedad

Top Mark se identificé un positivo en phljlpa.

Para el tratamiento 9 la prueba ELISA indicdé un positivo en pulpa para

cada genotipo.
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En el testigo (tratamiento 10) se identificaron dos positivos en pulpa de la
variedad Top Mark de un total de 5 muestras, mientras que para el hibrido

Crusier se detectaron dos positivos uno en céascara y otro en pulpa.

Es importante destacar que para el control (testigo) no se aplicé ningun
tratamiento y sin embérgo hubo presencia de virus, de acuerdo con Arias et al.
(1990) mencionan que en el cultivo del melén existe transmision de virosis por
quienes tocan las plantas durante el manejo del cultivo (deshierbe, aclareo y
acomodo de guias), principalmente entre los 20 y 35 dias de edad de la planta
que es donde se incrementa la enfermedad durante el primer tercio de su ciclo y

es donde recibe el inoculo primario por diferentes medios.

En este estudio no se pudo evitar el contacto frecuente, debido a que se
realizaban constantes pasadas entre las pléntas para efectuar riegos, acomodo
de guias, fertilizaciones, foliares, sobre todo durante la polinizacion que es
donde tuvo mayor contacto manual en especial con las estructuras

reproductivas.

Mink (1993) menciona lo siguiente con relacion a la transmisiéon de virus

por semilla:
a) Los virus transmitidos por semilla 'se encuentran en el embrién, una
excepcion es el Virus Mosaico‘ del Tébaco ﬁﬁe se localiza en la superficie
de las semillas de tomate y chile y que puede infectar las plantulas

durante la germinacion.
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b) No todos los embriones infeétadps por’ vi;us resultan en plantulas
infectadas por virus, ya que ia tr’ahsmi'sién-del virus por semilla a través
del ovulo dep.ende de la habilidad del virus para infectar las partes
florales durante el desarrollo inicial de la planta.

c) Los factores dominantes que determinan si la transmisién por semilla se
lleva a cabo y su frecuencia son la interaccién virus - huésped y el
tiempo de infeccién.

d) La frecuencia de la transmisién por semilla varia entre 0 y 100%, sin
embargo raramente excede el 50%. )

e) Los virus transmitidos por semilla son transmitidos mecanicamente e
infectan extensamente el tejido parenquimatoso.

f) La infeccién de la semilla buede ocurrir inclusive en plantas madre
saludables a través de la fertilizacién por polen infectado por virus.

g) La frecuencia de virus transmitidos a semilla a través del polen es
menor que a través de los évulos.

h) La transmision por semilla juega un papel importante en la epidemiologia

de las enfermedades virales ya'que proporciona un medio de dispersion

para los virus a través de la distancia y el tiempo.

El papel que tiene la transmision de semilla en la transmisién horizontal es el
establecimiento de la infeccion inicial para la dispersion por los vectores del

virus.
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Calidad Fisica

La calidad fisica es un atributo de suma importancia ya que proporciona
informacion basica sobre el tamario y peso por unidad de volumen de la semilla

bajo estudio.

El Cuadro A.10 contiene los cuadra;ios medios y significancia de los
analisis de covarianza para parémetroé evaluados en calidad fisica para ambos
genotipos. Los analisis muestran que para la fuente de variacién fechas de
cosecha se detectaron diferencias significativas (P< 0.05) para peso de 1000
semillas, en lo correspondiente a peso volumétrico no se tuvo significancia, lo
que nos indica que solo para la primer variable ;existe efecto de cosecha mas

no para el peso volumétrico.

Mientras que para la variable peso total de la muestra se detectd el
efecto de cosecha con una diferencia altamente significativa (P< 0.01), por lo
que se procedera a realizar los ajustes correspondientes y el analisis de

varianza para las variables en estudio.

En el Cuadro 4.4 se presentap los cuadradas medios y significancia de
los analisis de varianza para parametros evaluadds para calidad fisica en los
dos genotipos. Los resultados indican para la variable peso de 1000 semillas

una diferencia significativa (P< 0.05) para las fuentes de variacion genotipo y
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tratamientos, en lo correspondiente a genotipo x tratamiento no se encontrd
interaccion significativa. La significancia se puede deber al efecto de los
siguientes factores: cosecha de diferentes plaintés,' diferente posicion del fruto
en la planta madre, caracteristicas genéticas y a la disponibilidad de humedad a
la semilla en desarrollo. El peso volumétrico es también un indicador de la

constitucién genética de cada genotipo y del ambiente durante el desarrolio del

cultivo.

Cuadro 4.4. Cuadrados medios y significancia de los a‘hélisis de varianza para parametros
evaluados para calidad fisica en semiila de dos genotipos de melén en estudio de
transmision de virus. )

PESO DE MIL PESO

F.V. gl SEMILLAS VOLUMETRICO PESO TOTAL
(9) (kg/hl) (9)
GENOTIPOS 1 85.93* 12.70 137.70**
TRATAMIENTOS 9 24.28* 71.65 23.13
GENOTIPOS X TRATAMIENTOS 9 16.53 53.37 38.55**
ERROR 44 12.55 72.09 13.51
C.V. (%) 14,02 21.79 39.47

Datos Ajustados
*** = significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.

El peso de 1000 semillas es uno de los indicadores del tamafio de las
mismas, por lo que los resultados obtenidos para la fuente de variacién
genotipos expresan una diferencia entre el tamario de semilla producida por el
hibrido Crusier y la pfoducida por la variedad Top Mark. El coeficiente de

variacion de 14.02 nos indica una variacion reducida entre evaluaciones.

En cuanto al peso volumétrico, que es otro indicador de la calidad de la
semilla, no se detectaron diferencias significativas entre genotipos, tratamientos

y la interaccién de genotipos x tratamientos.
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El coeficiente de variacién fue de 21.79%, posiblemente debido a la
reducida cantidad de semilla que se manejo y por lo mismo no fue posible ser

medida en la balanza de peso volumétrico, por lo que se utilizd otra

metodologia la cual incrementd el margen de error por ser manual.

Con referencia a el peso tot;ai,.mue;stra que solo para la fuente de
variacion genotipo y la interaccion dé genotipos x tratamientos se detect6 una
alta diferencia significativa (P< 0.01) y esto es debido al tamario y llenado de la
semilla, y para las variables tratamientos no presentd diferencias significativas,

asi mismo presento un coeficiente de variacion de 39.47%.

Cuadro 4.5. Comparacion de medias por tratamiento de los parametros evaluados para
calidad fisica para los dos genotipos.

PESO DE MIL ‘ :

Tratamientos SEMILLAS' PESO VOLUMETRICO! PESO TOTAL'
(9) (kgi) -~ (9)
1 26.19 4133 8.83
2 23.47 . 35.64 8.74
3 25.32 41.41 8.82
4 26.51 3782 10.75
5 31.43 38.22 8.85
6 22.86 35.50 8.84
7 24.61 39.73 8.31
8 26.82 44.86 10.44
9 27.60 43.69 10.81
10 23.14 34.44 9.68
DMS 7.13 17.09 7.39
X 25.79 39.26 9.41

T= Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales, segun prueba deﬁkey (P<5%).

En el Cuadro 4. 5 se observan las medias para el peso de mil semillas y
peso volumétrico de los tratamlentos evaluados para ambos genotipos, donde
\

la primer variable se muestra que estadisticamente no existen diferencias, sin

embargo biolégicamente se encuentran diferencias marcadas debido a que la
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mayor media es de 31.43 g en el tratamiento 5 (inoculaciones en la primera,
segunda vy tercer hoj'a.' verdadera con- VMP) y la menor media para los
tratamientos 2 (inoculaciones en la primer hoja verdadera con VMP), 6
(inoculaciones en la primera, segunda y tercer hoja verdadera con VMAP-S) y
10 son los que presentaron menor peso con 23.47, 2286 y 23.14 g,

respectivamente. Es importante destacar que el tratamiento 10 es el testigo el

cual presento valores bajos con relacion a los demas tratamientos.

De igual manera la comparaci6n de medias para peso volumétrico no
detectd diferencias entre tratamientos, pero biolégicamente si se observan
diferencias en donde la mejor media se marca 'en los tratamientos 8 y 9 con
44.86 y 43.69 g, respectivamente y los tratamientos que presentaron una media

menor fueron los tratamientos 2, 6 y 10.

Para la variable peso total no se detectaron diferencias estadisticas entre
tratamientos como también lo indica el Cuadro 4.5. Sin embargo,
fisioldgicamente si se detectaron diferencias entre tratamientos, como en 8 y 9

que se obtuvo la mayor cantidad de semilla'y de mayor tamario.

Calidad fisiolégica

El Cuadro A.11 contiene los cuadrados medios y significancia de los
analisis de covarianza para parametros evaluados en germinacion estandar

para ambos genotipos. Los analisis muestran que para la fuente de variacion
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fechas de cosecha no se detectaron diferencias para las variables primer
conteo y germinacioén. Lo anterior indica que al menos para estas variables la

fecha de cosecha no tuvo efecto alguno.

Sin embargo, para las variables longitud de plimula y longitud de
radicula se detectdé efecto de feéha de cosecha (P< 0.01 y P< 0.05,
respectivamente), procediéndose a realizar los ajustes correspondientes y el

analisis de varianza para las variables en estudio.

En el analisis de varianza (Cuadro 4.6) se detecté alta significancia
(P<0.01) para la fuente de variacion genotipos para la variable longitud de
plimula y longitud de radicula vy significativa (P<0.05) para germinacion, lo cual
demuestra que existen diferencias en cuanto a la calidad fisiologica de la
semilla entre genotipos. Para la fuente de variacion tratamientos se detectd que
unicamente la variable primer conteo m.os‘tré diferencias altamente significativa
(P<0.01), mientras que para la variable longitud de radicula las diferencias
fueron significativas (P< 0.05) indicando que las inoculaciones con virus en

diferentes etapas fenoldgicas afectaron el vigor de las semillas.

La interaccion genotipos x tratamientos indica diferencias altamente
significativas (P<0.01) para primer conteo y longitud de plimula. La interaccion

significativa puede indicar que los genotipos- por su constitucién genética
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presentan diferente calidad fisiolégica la- cual depende también de los

tratamientos inoculados en diferentes etapas fenolégicas.

Cuadro 4.6. Cuadrados medios y significancia de los andlisis de varianza para parametros
evaluados para germinacion estandar -en semilla de dos genotipos de melén en
estudio de transmision de virus.

F.V. gl PCT GER™ LPTT LR’
(%) (%) (cm) {cm)
GENOTIPO 1 3.08 10.80* 38.71%  13.31*
TRATAMIENTO 9 5.44* 2.94 2.78 4.11*
GENOTIPO X TRATAMIENTO 9 8.03* 3.40* 12.11* 2.02
ERROR 172 217 1.86 3.28 1.74
C.V. (%) 36.73 17.02 24.08 11.36

'PC= primer conteo, '"GER= germinacién, ""'LP= longitud de ptimula, SLR= longitud de radicula.

!, "= datos transformados . X + 0.5 ; ™, 3= datos ajustados.
*, ** = significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.

En el Cuadro A.12 se presenta la comparacion de medias para
tratamientos para los parametros evaluados para germinacion estandar para los

dos genotipos.

Para la variable primer conteo, se detect6 en el tratamiento 4 el menor
porcentaje de semillas germinadas (13.78), mientras que el porcentaje mas alto
se observd en el tratamiento 9 con un 27.33%. El resto de los tratamientos

tuvieron un comportamiento similar de acuerdo a la prueba de Tukey (P< 5 %).

4
’

Para la variable germinacién no se detectaron diferencias entre medias
para tratamientos, sin embargo bfélégicaménte se presentaron diferencias
importantes. El tratamiento 9 manifest el mejor porcentaje de germinacion con
un 76.67, mientras que en los tratamientos 4 (inoculaciones en la primera,

segunda vy tercer hoja verdadera con VMAP-S) y 8 se presenté un 70.11 y un
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70.07%, respectivamente. En el tes_'tl'go se observ6 un 66.17%, que se puede
considerar intermedio ya que el tratamiento 7 present6 un 56.2% siendo el valor

minimo obtenido.

Con relacion a la longitud de plumula igualmente no se presentaron
. . . . gme . N . . uede
diferencias significativas entre los promedios de los tratamientos. Se p

mencionar que el rango varia de 6.86 cm en el testigo (tratamiento 10) a 8.71

en el tratamiento 8.

Para la variable longitud de radicula si se detectaron diferencias entre
tratamientos, indicando que los tratamientos 1, 8 y 9 presentaron los promedios
mas altos y estadisticamente iguales segtn prueba de Tukey (P< 5%). En los
tratamientos 2, 4 y 10 se observé una menor longitud de radicula (10.87, 10.92

y 11.29 cm, respectivamente) que en el resto de los tratamientos.

i : ron
Considerando que para tres de las"variables evaluadas se detecta

i i ignificati \ i2ci4 i i cion
diferencias significativas para las fuentes de variacién genotipo y la interac

genotipo x tratamiento (Cuadro 4.6), se procedio a realizar analisis de varianza

por genotipo para cada una de las variables (Cuadro 4.7).

En la variedad Top Mark, para la fuente de variacion tratamientos se
detectaron diferencias altamente significativas (P<0.01) para las variables

longitud de plumula, longitud de radicula y signicativo (P< 0.05) para la variable
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germinacién. Mientras que para el hibrido Crusier se detectaron diferencias
altamente significativas.(P<0.01) para la variable primer conteo, y significativa

(P<0.05) para longitud 6e radicula. .Los resultados indican que las diferencias
significativas detectadas para genotipo x tratamiento (Cuadro 4.6) se deben
tanto a la constitucion genética de loé genotipos como al efecto de los
diferentes tratamientos evaluados. Con relacién a los coeficientes de variacion
cabe sefialar que son altos para la variable primer conteo en ambos genotipos,
lo cual puede deberse a que la evaluacion se llevd a cabo con 25 semillas por
repeticion lo cual incrementa la variacién. De acuerdo a los reglamentos del
ISTA se recomienda realizar los estudios de analisis de calidad de semilla con
al menos 4 repeticiones de 100 semillas ‘cada una. Debido a que se obtuvo un
numero reducido de semilla por fruto y no se obtuvieron frutos en todas las
cosechas tanto para ambos genotipos como para tratamientos, por lo que se

tuvo que reducir el nimero de semilla por repeticion.

Cuadro 4.7. Cuadrados medios y significancia de los analisis de varianza por genotipo para
parametros evaluados para germinacion estandar en semilla de melén en estudio
de transmisién de virus.

F. V. gl PCT GER'™ LPTTT LR?
(%) (%) (cm) (cm)
TOP MARK

TRATAMIENTO 9 3.93 4.49* 10.49"* 7.30**
ERROR 110  2.33 2.19 3.68 2.12
CV. (%) 3881 . ‘19.13 27.66 12.92

CRUSIER -
TRATAMIENTO 9 7.08** 1.82 8.09** 2.18*
ERROR 62 1.88 - 1.28 2.56 0.92
C.V. (%) 33.18 13,31 18.85 7.57

“TPC= primer conteo, ""GER= germinacién, '''LP= longitud de plimula, SLR= longitud de radicula.

' M= datos transformados . X + 0.5 ; ™, 9= datos ajustados.
*, ** = significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.
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Cuadro 4.8. Medias por tratamlento para los parémetros evaluados para germinacion estandar
para el genotipo Top Mark.

PCT GERT LpTt LR®

Tratamientos (%) (%) (cm) {cm)
1 23.90"" 70.08 6.63 ab 12.33

2 17.04 60.80 5.35 ab 10.63

3 12.00 44.45 398 b 10.50

4 16.53 68.80 6.27 ab 10.94

5 24.00 76.00 751 a 12.28
6 14.56 60.33 5.17 ab 10.98

7 17.33 56.44 5.51 ab 12.05

8 19.50 66.91 6.68 ab 12.53

9 30.00 74.66 7.30 a 11.86
10 12.53 58.13 -~ 4.90 ab 10.97
DMS 18.46 31.74 - 319 2.95
% 18.74 6366 .- 565 11.51

TPC= primer conteo, ""GER= germinacitn, "'LP= longitud de plimula, SLR= longitud de radicula.
9%Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, segun prueba de Tukey (P<5%).

La comparacion dé medias por tratamientos para los parametros
evaluados para germinacion estandar para el genotipo Top Mark se presentaron
en el Cuadro 4.8. De acuerdo a la prueba de Tukey (P< 5%) no se presentan
diferencias significativas entre tratamientos para las variables por ciento de

germinacién al primer conteo, por ciento de germinacion y longitud de radicula.

Sin embargo, si se obse‘Naroqldiférgncias que a nivel biolégico son
importantes ya que reflejan ia respuestaa Iés.tratantmientos evaluados. Para las
variables germinacién al primer conteo y germinacioén (plantulas normales) se
detectd que los tratamientos con mayor porcentaje de germinacion son el 1, 5y
9 con 23.90, 24.00 y 30.00%, respectivamente para primer conteo y 70.08,

76.00 y 74.66%, respectivamente para germinacion. El testigo presenté valores

bajos para ambas variables, en comparacion con el resto de los tratamientos.
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De acuerdo a las medias para la variable primer conteo, se observa que

las semillas mas vigorosas se presentaron en los tratamientos 1, 5y 9.

En la variable longitud de pliumula (Cuqdro 4.8) para la variedad Top
Mark se observa minima longitud de QI[’;mulé en el tratamiento 3 con 3.98 cm,
mientras que la mayor en el tratamiento 5 con 7.51 cm. El testigo presenté un
valor mas bien bajo con 4.90 cm. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos para primer conteo ya que los valores mas altos se presentaron en

los tratamientos 1, 5 y 9, siendo ambas variables indicadores del vigor de la

semilla.

N

En longitud de radicula se pfesenfé\ron valores muy préximos, esto es
con variaciéon reducida entre tratanjientds; 'siendo los tratamientos 1 (12.33 cm),
5 (12.28 cm), 7 (12.05 cm) y 8 (12.53 cm) donde se observé la mayor longitud.
El resto de los tratamientos presentaron promedios en un rango de 10.50 a

11.86 cm, entre lo que se incluye el testigo con 10.97 cm.

En general se observé que para las variables primer conteo,
germinacioén, longitud de pltilmulé y Iohgitud -de radicula el testigo present6
valores intermedios, miéntras que los tratamientos 1 (inoculaciones en la
primera hoja verdadera con Virus Mancha Anular del Papayo Variante Sandia
(VMAP-S)), 5 (inoculaciones en la primera, segunda y tercer hoja verdadera
con VMP) y 9 (inoculaciones de la primera a la quinta hoja verdadera con

VMAP-S y VMP) presentaron promedios mas altos para primer conteo y
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germinacion. Con relacioh a longitud de radicula-el tratamiento 8 presenté un

mayor desarrollo.

Cuadro 4.9. Medias por tratamiento para los parametros evaluados para germinacion estandar
para el genotipo Crusier.

PC? GER™ LPTIT LR®
Tratamientos (%) (%) (cm) (cm)
1 8.66 ab** 67.33 6.48 1282 a
2 20.00 ab 64.67 6.50 11.85 ab
3 23.24 a 76.57 7.60 12.28 ab
4 0.00 b 76.67 7.18 1082 b
5 13.33 ab 62.67 6.59 11.75 ab
6 24 67 a 77.00 o 8.03 12.33 ab
7 21.50 ab 55.83 ) 572 11.67 ab
8 14.67 ab 82.67 8.08 12.95 a
9 24.66 a - 78.67 . 8.03 13.09 a
10 18.67 ab © 79.56 . 7.57 11.82 ab
D.M.S 22.37 36.78° 3.97 1.90
X 16.94 72.16 7.18 10.96

TPC= primer conteo, ""GER= germinacién, '"'LP= longitud de pltimula, SLR= longitud de radicula.
99Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, segun prueba de Tukey (P<5%).

En el Cuadro 4.9 se presenta los promedios por tratamiento para las
variables primer conteo, germinacion, longitud de radicula y longitud de plumula
para el hibrido Crusier. Para la variable primer conteo se detecté que en los
tratamientos 3, 6 y 9 germiné mayor porcentaje de plantulas normales al primer
conteo con 23.24, 24.67 y 24.66%, respebtivafﬁente. En el tratamiento 4 no se
presentd germinacion, mientras que los otros tratamientos (1, 2, 5, 7, 8 y 10) se
agruparon en un mismo nivel estadistico. El que no se haya presentado

germinacioén en tratamiento 4 indica el nulo vigor de la semilla.

En las variables germinacion y longitud de plumula no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos, estos son estadisticamente iguales

segun prueba de Tukey (P< 5%). Cabe mencionar que si se presenté una



60

respuesta fisiologica a los tratamientos evaluados, aunque comuv ya se

menciono estadisticamente no se pudo detectar.

Para la variable germinacion se presenté un rango de 55.83 a 82.67% en
los tratamientos 7 y 8, respectivamente. En longitud de plimula, el mayor valor
se observé en el tratamiento 3 con 9.85 cm, mientras que el menor en el

tratamiento 6 con 6.74 cm. El testigo presento un valor de 8.03 cm.

Para la variable longitud de radicula la prueba de Tukey (P< 5%) detect6
que en los tratamientos 1, 8 y 9 se desarrollé6 en promedio plimulas de mayor
longitud con 12.82, 12.95 y 13.09 cm, respectivamente. En el tratamiento 4 se
presentd la menor longitud con 10.82 cm y el resto de los tratamientos formaron
un solo grupo estadistico. La reduqida longitud de radicula esta muy

relacionada al bajo vigor detectado en la variable germinacién al primer conteo.

En general se observé un mejor comportamiento del hibrido Crusier, ya
que las variables primer conteo, germinacién y longitud de plimula presenté los

promedios mas altos a través de tratamientos mostrando asi un mayor vigor

que la variedad Top Mark.
Vigor (envejecimiento artificial)

Debido a que le vigor de 1a semilla es de mucho interés para los

productores y de los que se dedican a la produccién de las semillas, ya que de
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B

cierta forma la calidad de la semilla 'se determina por la germinacion esto
depende en gran parte al vigor (Moreno, 1996), es por ello que se ha realizado
el estudio con envejecimiento artificial y los resultados que se obtuvieron fueron

los siguientes:

El Cuadro A.13 muestra los cuadrados medios y significancia de los
analisis de covarianza para parametros evaluados en vigor (envejecimiento
artificial) para ambos genotipos. En donde los analisis muestran que para la
fuente de variacion fechas de cosecha se presentaron diferencias altamente
significativas (P< 0.01) para germinacion y'longitud de plimula, mientras que
para primer conteo y longitud de radicula se presentaron diferencias
significativas (P<0.05), lo cual indica el efecto de fecha de cosecha en las

cuatro variables.

Considerando este efecto se realizaron los ajustes correspondientes y se

realizé el analisis de varianza y comparacién de medias correspondientes.

Cuadro 4.10. Cuadrados medios y significancia de los analisis de varianza para parametros
evaluados para vigor en semilla de dos genotipos de melén en estudio de

transmision de virus.

F. V. gl PCT GER" LPTT LR®
(%) (%) (cm) (cm)
GENOTIPOS 1 0.852 6.48* 1.38** 0.129*
TRATAMIENTO 9 0.599 0.85 0.07 0.025
GENOTIPO X TRATAMIENTO 9 4.691* 3.59** 0.39** 0.024
ERROR 172 1.724 1.01 0.12 0.020
C.V. (%) 23.339 11.60 12.20 4.03
PC'= primer conteo, GER''= germinacién, LP'"'= longitud de plimula, LR%= longitud de radicula, datos transformados
x+ 0.5

*, ** = significancia al 0 05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente. ’

.
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Con relacion a la variable germinacion de igual manera no se detectaron

1 ]
-

diferencias segun Tukey (P<5%) ‘entre iratar"nientos, pero en las medias se
puede observar que el tratamiento 8 presentd un 86.20% de semillas
germinadas (plantulas normales), mientras que los tratamientos 2, 6 y 10

presentaron las medias mas bajas (71.72, 70.24 y 71.18%, respectivamente).

Asi mismo, en longitud de plamula no se presentaron diferencias entre
tratamientos, sin embargo se observa que los tratamientos 3, 8 y 9 presentaron
los promedios mas altos con 8.19, 8.71 y 8.23 cm, respectivamente. En el
tratamiento 10 se observé menor longitud:de plimula (6.86 cm) que en el resto

de los tratamientos.

Para la variable longitud de radicula igualmente no se presentaron
diferencias significativas entre los promedios de los tratamientos. Se puede
mencionar que el rango varia de 12.95 cm en el tratamiento 9 a 11.90 cm en el
tratamiento 2.

Considerando que el analisis 'c;e varianza para‘los dos genotipos detect6
diferencias entre genotipos y paré Ié fuente de variacion genotipos x
tratamientos, se presentan los analisis de varianza en forma individual (Cuadro
4.11). En la variedad Top Mark, para la fuente de variacion tratamientos se
detectaron diferencias significativas (P<0.05) para las variables germinacion y

longitud de plumula. Mientras que para el hibrido Crusier se detectaron
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diferencias altamente significativas (P<0.01) para las variables germinacion y
longitud de plumula, mientras que para longitud de radicula presenté diferencias

significativas (P<0.01).

Cuadro 4.11. Cuadrados medios y significancia de los analisis de varianza por genotipo para
parametros evaluados para viger en semilla de meldn en estudio de transmision

de virus. : .

F.V. al PCT - GERT LPTT LR®
(%) (%) (cm) (cm)

TOP MARK
TRATAMIENTO 9 3.08 2.98* 0.352* 0.68
ERROR 110 1.99 1.34 0.140 1.18
C.V. (%) 25.57 13.73 13.89 8.98

CRUSIER
TRATAMIENTO 9 217 2.23" 0.234*  1.22*
ERROR 62 126 0.44 0.075 0.50
C.V. (%) 19.30 7.28 9.22 5.62

TPC= primer conteo, "'"GER= germinacién, "'LP= longitud de plimula, SLR= longitud de radicula.

* = datos transformados \ X + 0.5 ; "', 3= gatos ajustados.
*, ** = significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.

El Cuadro 4.12 muestra la comparacion de medias para los parametros
evaluados para vigor en el _genotip'o.ToF;v'Mark. De acuerdo a la prueba de
Tukey (P<5%) y al cuadro 4.11 se presentaron diferencias significativas entre

tratamientos para las variables germinacién y longitud de plimula.

En la variable primer conteo se observaron diferencias biologicas
importantes, en el tratamiento 8 se detecté un 42.14% de plantulas normales,
mientras que en el tratamiento 5 se present6 un 15.64%. El testigo muestra un

valor intermedio con 30.16%.
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Cuadro 4.12. Medias por tratamiento para los parémetro’s evaluados para vigor para el genotipo

Top Mark.
PCT . “GERT . LPTT LRS
Tratamientos (%) (%) (cm) (cm)
1 31.25 70.63 ab%’ 6.87 ab 12.33
2 32.56 70.14 ab 6.86 ab 11.92
3 25.59 60.60 b 588 b 11.87
4 29.91 73.27 ab 6.89 ab 11.97
5 15.64 6507 ab - 592 b 12.02
6 37.63 75.46 ab 7.24 ab 12.01
7 29.42 73.29 ab 6.84 ab 12.74
8 42.14 89.56 a 9.13 a 12.44
9 39.03 83.47 ab 8.02 ab 12.29
10 30.16 65.69 ab 6.17 b 11.69
D.M.S 23.68 28.14 2.95 163
% 31.33 72.72 6.98 12.13

TPC= primer conteo, ""GER= germinacién, '''LP= longitud de plimula, YLR= longitud de radicula.
%9Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, seguin prueba de Tukey (P<5%).

Para la variable germinacion se detectaron diferencias entre medias para
tratamientos, presentando el tratamiento 8 la- mejor media con un 89.56% de
plantulas normales, mientras que la mas baja un 60.60% (tratamiento 3), en lo

correspondiente a los demas tratamientos estuvieron en un nivel intermedio.

Con relacién a la longitud de plumula se detectaron diferencias entre
tratamientos indicando que el tratamiento 8 presenta la media mas alta con 9.13
cm. En los tratamientos: 3, 5 y 10 se 'observaron promedios bajos y
estadisticamente iguales con 5.88, 5.92 y 6.17 cm, respectivamente, segun la

prueba de Tukey (P< 5%).

Mientras que para la yariabie longitud de radicula no se presentaron
diferencias significativas entre los promedios de los tratamientos, el rango de
variacion es de 11.69 cm en el testigo (tratamiento 10) a 12.74 cm en el

tratamiento 7.
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La comparacién de medias por tratamientos para el hibrido Crusier en las

variables evaluadas para vigor se presentan en el Cuadro 4.13.

De acuerdo al analisis de varianza para primer conteo no se observaron
diferencias entre tratamientos, y se demuestran que son estadisticamente
iguales segun la prueba de Tukey (P<.5%)« (:Cuadro 4.13), sin embargo se
presentaron diferencias que a niveli biolégico es importante analizar. El
tratamiento 3 presentd la mayor media con 40.98% de plantulas normales,
mientras que los tratamientos 6, 8 y 9 presentaron 26.41, 20.10 y 26.49%,

respectivamente. El testigo presenté un valor intermedio con 36.05%.

La variable germinacion present6 diferencias estadisticas entre
tratamientos, indicando due _Ios tratamiehtos 1 y 3 obtuvieron el mayor
porcentaje con 88.47 y 94.13 respectivamente, mientras que el tratamiento 6
presentd el menor con 62.41%. El resto dé los tratamientos, incluyendo al

testigo formaron un grupo intermedio.

Para la variable longitud de plumula se detectaron diferencias biolégicas

entre tratamientos, el rango vari6 de 9.85 cm en el tratamiento 3 a 6.74 cm en el

tratamiento 6.

Sin embargo, se observaron diferencias significativas en la variable

longitud de radicula entre tratamientbs, indicando la mejor media el tratamiento
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9 con 13.60 cm, comparada con 'Ias de menor longitud 11.81 y 11.12 cm para

los tratamientos 2 y 8. El testigo registré un valor intermedio.

Cuadro 4.13. Medias por tratamiento para los parametros evaluados para vigor para el genotipo

Crusier. : :
PCt GERT™ LPTT LR®
Tratamientos (%) (%) (cm) (cm)
1 37.89 88.47 a% 8.65 12.57 ab
2 30.88 78.06 ab 7.72 1181 b
3 40.98 94.13 a 9.85 12.89 ab
4 29.46 78.01 ab 7.57 12.58 ab
5 35.12 79.19 ab 8.40 12.76 ab
6 26.41 6241 b 6.74 12.37 ab
7 37.53 . 78.27 ab 8.05 12.39 ab
8 20.10 72.78 ab 7.04 1112 b
9 26.49 " 84.13 ab 8.44 13.60 a
10 36.05 .7. 80.34ab . 8.03 12.54 ab
D.M.S 27.73° L2275 - . 3.17 1.42
X 32.09 - ~79.58 8.05 12.46

TPC= primer conteo, '"GER= germinacién, "'LP="longitud de plimula, 3LR= longitud de radicula.
9%Vvalores con la misma letra son estadisticamente iguales, segtin prueba de Tukey (P<5%).

Los resultados del ensayo de germinacion y vigor nos conduce a deducir
que el primer ensayo no es suficiente para determinar la calidad fisiolégica de la
semilla en melén, por lo que es necesario someter la semilla a un estrés como
lo es el envejecimiento artificial. En esta prueba se evalGa la habilidad de
emergencia en condiciones desfavorables, y refleja el vigor de la semilla, el cual
varia de acuerdo a las condiciones de manejo y ambiente que prevalecieron
durante el desarrollo del cultiva, y del manejo de las muestras de semilla
durante su extraccion, secado y alrr;acénamiento. Con relacion a lo anterior
Moreno (1996) y Hernandez (1997) indican que la capacidad de

almacenamiento es relativamente corta.
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De igual forma es importante destacar que en la prueba de germinacion
estandar los promedios de las medias para las variables evaluadas (Cuadros
4.8 y 4.9) fueron bajos en comparacion con las medias para las mismas
variables en envejecimiento artificial (Cuadros 4.12 y 4.13), esto puede ser
debido a que los frutos permanecieron entre 30 y 45 dias en refrigeracion
antes de extraer la semilla. Aunado a esto, las pruebas de germinacion y vigor
no se llevaron a cabo simultdneamente; debido al nimero de muestras que se
manejo, por lo que la semilla para realizar las pruebas de vigor se mantuvo por

mas tiempo en refrigeracion.

En general los resultados estan fuera de lo normal ya que por lo regular
se obtienen valores mas altos en la prueba de germinacion estandar que en la

prueba de vigor (Moreno, 1996).

Ruiz (1996) menciona que el tiempo dél envejecimiento artificial de 24
horas para uno de tre.s lotes de chile evaluados, presenté mejor vigor,
mostrandose valores similares estadisticamente a los que mostr6 la prueba de
germinacion estandar, emergencia en campo, asi como la clasificacion de
plantulas. Por lo que establece que a medida que paso el tiempo de exposicion
en el envejecimiento de la semilla se reducen las diferencias entre lotes en

cuanto al vigor.

.

Por otra parte Hernandez (1997) menciona que en frutos inmaduros de

-

buena calidad, si la semilla permanece dentro le provoca una latencia lo cual
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esta de acuerdo con Copeland y McDonald (1985) quienes mencionan dicen
que se concentra y aumenta la presencia de inhibidores de la germinacion, lo
que hace que se conserve de forma natural la especie hasta que este la semilla
fuera del fruto (Hernandez, 1997 y Camacho, 1994) y baje su contenido de

humedad para romper la latencia.

Moreno (1996) y Hernandez (1997) mencionan que al haber mayor tasa
de respiracion, existe un mayor gasto de ATP, lo cual trae como consecuencia
una mayor pérdida de vigor y mayor nimero de plantulas anormales. Contrario
a esto, en esta investigacion se observd un mayor vigor, posiblemente debido al

tiempo de exposicion a temperaturas-elevadas en la prueba de envejecimiento.

Hernandez (1997) recomienda que-en las evaluaciones en donde se
somete a estrés la semilla, se determine la velocidad de emergencia, asi que se
analice los componentes fisicos como peso y tamafio, asi como la composicion

quimica que puede ser una forma directa o indirecta de evaluar el vigor.



V. CONCLUSIONES

Dados los resultados antes descritos se concluye lo siguiente:

Las enfermedades virosas del meldn causadas por Virus Mosaico del
Pepino (VMP) y Virus mancha Anular del Papayo Variante Sandia (VMAP-S)

se diseminan por semilla.

Se detecto mayor incidencia de los virus y en fruto en los tratamientos 2
(primera hoja con VMP) 3 (primera hoja con la combinacién de ambos virus,
4 (primera y segunda hoja con VMAP-S y 8 (primera, segunda, tercera,

cuarta y quinta hoja verdadera con (VMAP-S) VMP.

La transmision del virus VMAP-S fue mayor en testa y endospermo que en

fruto (cascara y pulpa), mientras que para VMP no dieron resultados

positivos.

La calidad fisica de la semilla present6 valores aceptables para las variables
peso de 1000 semillas y peso volumétrico; con relacién a calidad fisiol6gica,

la germinaCién estandar presento resultados bajos, en comparacion con el
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¢ envejecimiento artificial (vigor), lo cual puede ser debido a que una latencia

inducida en la prueba.



VI. RESUMEN

Las enfermedades virosas reducen la produccion de semilla de buena
calidad y afectan principalmente el atributo sanitario ya que se corren riesgos en
la transmision de virus por semilla, lo cual es econémicamente significativo en

cultivos horticolas.

La presente investigacién tuvo por objetivo la transmisién y detectar los
Virus Mosaico del Pepino y Virus Mancha Anular del Papayo Variante Sandia
en semilla (testa y endospermo) y fruto (cascara y pulpa) en el cultivo de melén,
asi como identificar la incidencia en las diferentes épocas de inoculacion y la

calidad fisica y fisiologica de la semilla de los de los diferentes tratamientos.

El tejido infectado y la semilla para llevar a cabo el estudio en
invernadero fueron proporcionados por el Centro de Investigacion de la Laguna
(INIFAP). Los genotipos utilizados fueron Top Mark y Crusier, en donde se
aplicaron 10 tratamientos a diferente numero de hojas de los virus
mencionados y de la combinacién de los mismos. El cultivo se llevo hasta su

produccion para la obtencion de fruto y extraccion de la semilla.



Los datos se analizaron de la siguiente forma: para la etapa de
invernadero en un disefio completamente al azar con arreglo factorial, mientras
que para calidad de semilla se uso analisis de covarianza para observar la
respuesta en el efecto de la covariable analizada, para después utilizar un

analisis de covarianza en los datos ajustados.

El analisis patologico de virus de las muestras de semilla y fruto se
realizaron en el Laboratorio de Patologia del INIFAP, el método utilizado para la
deteccion de los virus fue por la metodologia ELISA. Las pruebas cumplieron
con los objetivos planteados, ya que se determino la localizacién del  Virus
Mosaico del Pepino Unicamente en testa y endospermo, mientras que el Virus
Mancha Anular del Papayo Variante Sandia se detecté en las diferentes
estructuras de la semilla como en fruto. La confirmacion de la presencia fue un
positivo de la gammaglobulina y conjugada de la Compafia AGDIA, de los

diferentes virus en estudio.

El analisis de calidad de semillas se llevo a cabo en el Centro de
Capacitacién y Desarrollo de Tecnologia de Semillas (C.C.D.T.S) de |la
Universidad Autdnoma Agriaria Antonio Narro, todas las pruebas realizadas
fueron conforme a las reglas de la ISTA (1996). En lo correspondiente a la
calidad fisica en lo general se presentaron diferencias muy marcadas entre
genotipos, debido principalmente a las caracteristicas genéticas de cada uno de
ellos. En lo que respecta a la calidad fisiologica se llevé a cabo en tacos con

tres repeticiones para germinacion estandar y envejecimiento artificial (vigor),
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en donde para la primer prueba se observdé un menor porcentaje de
germinacion. Mientras que en lo correspondiente a envejecimiento artificial
presentd mayor numero de plantulas normales por lo tanto una mejor
germinacioén, esto se puede deber probablemente al tipo de manejo que se le
dio a la semilla y que se pudo haber inducido latencia, desde la extraccion de la
semilla hasta el proceso de almacenamiento y que al someterla a un estrés ésta
se rompi6. Por lo que no se cumpli6 con lo establecido que la germinacion sea

mayor que el vigor.

Los valores mas altos para Top Mark en germinacion estandar se
encontraron en el tratamiento 5 en las variables primer conteo, germinacion,
longitud de plamula y longitud de radicula y el tratamiento 3 presentd los
resultados mas bajos en las mismas variables. En lo que respecta a
envejecimiento artificial los tratamientos 3, 5y 10 fueron los de promedios mas

bajos y el mejor tratamiento para todas las variables se presenté en el 8.

En lo correspondiente al hibrido Crusier el tratamiento 9 obtuvo los
mejores promedios y el 4 y 7 los de valores bajos, en relacién con
envejecimiento acelerado el tratamiento 3 fue el mejor y 6 y 8 fueron los de

menor promedio.
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Prueba ELISA

Se llevé a cabo de acuerdo a Télis y Mora (1986) y modificada por

AGDIA.

La preparacion de soluciones amortiguadoras (Buffer), se describe a

continuacion.

Cuadro A.1. Solucioén de lavado PBS-T. .
REACTIVO 1000 ml AGUA DESTILADA

Cloruro de sodio (NacCl). 8.15¢
Fosfato dibasico de sodio, hidratado (Na;HPO,4 12H,0). 1.15¢g
Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,), (anhydro). 0.20g
Cloruro de postasio (KCI). 0.20¢g
Tween — 20 0.50 ml

Ajustar el pH 7.4,

Cuadro A.2. Solucién de cubrimiento.

REACTIVO 1000 ml DE AGUA DESTILADA
Carbonato de sodio (Na,CO3). 1.89¢
Bicarbonato de sodio (NaHCO3). 293¢
Acido de sodio (N3Ng). 0.20 g

Ajustar el pH a 9.6. Almacenar a 4°C.

Cuadro A.3. Solucién de extraccion *.

REACTIVO DISOLVER EN 1000 mi
Sulfito de sodio (anhydro) 1309
Polyviny! pyrrolidona (PVP) MW 24-40,000 20.00g
Acido de sodio (N3Ng). 0.20g
Albumina de huevo grado li 200g

Ajustar el pH 7.4. Almacenar a 4°C.
¥ Disolver en solucion PBS-T. Se prepara al momento de moler el tejido.

Cuadro A.4. Solucién de conjugada .

REACTIVO DISOLVER EN 1000 m!
Albumina de bovino (BSA) 2.00g
Polyvinyl pyrrolidona (PVP) MW 24-40,000 20.00g

Ajustar el pH a 7.4. Almacenar a 4°C.
Disolver en solucién PBS-T.
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Cuadro A.5. Solucion de substrato

REACTIVO DISOLVER EN 800 mi DE AGUA
DESTILADA
Cloruro de magnesio (CliMg) 0.10g
Acido de sodio (N3Ng). 0209
Dietanolamina 97.00 mir’*

Ajustar el pH a 9.8 con acido hidrocloridrico. Aforar a un volumen de 1600 mii”’ con agua destilada y almacenar a 4°C.

A.6. Procedimiento.

Se uso6 Conjugada y Gammaglobulina de la Comparia AGDIA de los virus

Mosaico del Pepino y Virus Mancha Anular del Papayo Variante Sandia. La

metodologia consistié en ocho pasos que a continuacion se describen:

1.

Las paredes del plato fueron cubiertas con la solucién de cubrimiento y
gammaglobulina (Cuadro A.2), donde la primera se calculé basandose en 96
cavidades o posos cada uno con 20 pl, la segunda se calculd sobre la base
de la dilusion 1:200, por lo que se agregd a la solucién de cubrimiento 60 pl

de gammaglobulina.

Una vez hecha la mezcla anterior los pozos se llenaron con una micropipeta,
posteriormente el plato se cubrié con una tapa del mismo material del plato y
se incubd en una camara germinadora hiimeda Burrows (Honeywel), a una

temperatura de 36°C por cuatro o cinco horas.

2. Despues de haberse incubado el plato por el tiempo requerido este se lavo

cinco veces con solucion PBS-T (Cuadro A.1), la cual se aplicd a presion en

cada cavidad para eliminar los excedentes de la conjugada y la
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gammaglobulina. Cada vez que se lavé el plato, se llen6 perfectamente y se
dejo reposar con la solucion por 5 minutos, enseguida el plato fue sacudido
en una base de madera y cubierto con papel sanita para eliminar el exceso

de humedad de los posos, y continuar con el siguiente paso.

Para la preparacion de la muestra se empleé morteros en los cuales se
agregé 5.0 ml de solucién de extraccion (Cuadro A.3) + 1.0 g de tejido.
Posteriormente, se realizé una molienda de lo anterior y esta fue pasada por
un pedazo de tela de cielo con la finalidad de separar el liquido del tejido,
enseguida se depositd en vasos de plastico (en el caso de fruto y material
vegetativo) y con relaciéon a la semilla se agregé 1.0 ml + 10 semillas en
tubos Ependorff los cuales fueron previamente etiquetados para tener una

buena identificacion.

Después de realizar el filtrado, los pozos del plato se llenaron con dicha
mezcla con ayuda de una micropipeta, al termino de esto, se tap6 y se

incub6 en un refrigerador a 4°C por toda la noche.

Este paso de lavado es importante ya que no deben de quedar residuos del
tejido a analizar en las paredes de los pozos, porqué puede alterar el
resultado. Después de haberse incubado el plato por el tiempo requerido se
lavé cinco veces con solucion de PBS-T, la cual se aplicd a presion en cada
cavidad para eliminar los excedentes de la muestra, en cada lavado el plato

se dejo reposar en dicha solucion por cinco minutos, una vez que se cumplié
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con lo anterior el plato se sacudié en una base de papel sanitas para quitar el

exceso de humedad y continuar con el siguiente paso.

En este paso se pipetearon 12 ml de la solucién de conjugada (Cuadro A.4)
12 ml + 60 pl de conjugada de gammaglobulina con la enzima (los calculos
se realizaron para 98 pozos y sobre la base de la dilusion de la conjugada de
gammaglobulina. Posteriormente, se cargo el plato con una micropipeta,
cada pozo se le agregé 60 pl, enseguida se tapé el plato y se incub6 en una
camara germinadora humeda Burrows (Honeywel) a 36°C por un periodo de

dos a tres horas.

Una vez incubado el plato por el tiempo requerido, este se lavé cinco veces
con solucion de PBS-T aplicada a presion en cada cavidad para eliminar los
excedentes de la conjugada, cada que se lava el plato este se llena
perfectamente y se deja reposar por 5 minutos. Enseguida el plato se
sacude en una base de madera y cubierto con papel sanita para eliminar el

exceso de humedad de los pozos, y continuar con el siguiente paso.

Se cargo el plato con solucién ya que es el que nos indicara la reaccion, la

cual es el sustrato de la enzima y esta se basaen P — nitrofenil fosfato a una

concentracion de 0.01 mg / 12 ml de dietanolamina (Cuadro A.5),
posteriormente se tapd con su cubierta. A continuacion el plato se cubri6
con papel sanitas en su totalidad para que la luz no penetrara y asi evitar

una reacciéon indeseable debido a que esta ultima solucion es demasiado
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sensible a la luminosidad, por lo que se incub6 en un cajon obscuro por un

periodo de una hora.

El ultimo paso de la ELISA consistié en evaluar la reaccion, el plato se sacd
y se descubridé para observar la coloracion amarilla que nos indico (+) y la
ausencia de color (-). Posteriormente se observo el testigo (+) el cual nos
indico que toda la metodologia estuvo bien realizada. En el resto de los

pozos positivos nos indicaron la presencia de los virus evaluados.
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Cuadro A.10. Cuadrados medios y significancia de os analisis de covarianza para parametros
evaluados para calidad fisica en semilla de dos genotipos de melén en estudio
de transmisioén de virus.

PESO DE MIL PESO
F.V. ol SEMILLAS VOLUMETRICO  PESO TOTAL
(9) (kg/hi) (@

GENOTIPO 1 85.92* 12.67 137.68**

TRATAMIENTO 9 24.13* 66.65 23.11

GENOTIPO X TRATAMIENTO 9 16.51 50.81 36.72

FECHAS DE COSECHA 1 71.76* 211.17 181.90**

ERROR 43 12.84 73.77 13.82

C.V. (%) 14.19 22.04 39.93

*, ** = Significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.

Cuadro A.11. Cuadrados medios y significancia de los andlisis de covarianza para parametros
evaluados para germinacién estandar en semilla de dos genotipos de melén en
estudio de transmision de virus.

F.V. gl PCT GER™ LPTTT LRS
(%) (%) (cm) (cm)

GENOTIPO 1 110.14 2485.11* 51.75** 13.57*

TRATAMIENTO 9 223.45 594.52 6.87 4.83**

GENOTIPO X TRATAMIENTO 9 411.74* 963.18* 10.30* 233

FECHAS DE COSECHA 1 3.04 1384.17 14.06* 8.86*

ERROR 171 139.13 391.54 4.18 1.70

C.V. (%) 65.42 30.05 32.61 11.22

TPC= primer conteo, ""GER= germinacién, '''LP = longitud de plimula, SLR= longitud de radicula.
*, ** = Significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.

Cuadro A.12. Comparacion de medias para tratamiento de los parametros evaluados para
germinacion estandar para los dos genotipos.
pcC’ GER LP™ LRS
Tratamientos (%) (%) (cm) {cm)
1 18.83 ab*" 69.17 7.46 12.50 a
2 17.63 ab 61.60 7.03 1087 b
3 18.56 ab 63.19 8.20 11.54 ab
4 13.78 b 70.11 7.00 1092 b
5 16.89 ab 67.11 7.58 11.92 ab
6 18.60 ab 67.00 7.04 11.52 ab
7 19.00 ab 56.20 7.33 11.90 ab
8 18.53 ab 70.07 8.71 1261 a
9 27.33 a 76.67 8.23 12.48 a
10 14.83 ab 66.17 6.86 1129 b
D.M.S 13.15 22.29 2.02 1.45
X 18.40 66.73 7.54 11.75

TPC= primer conteo, ""GER= geminacién, '"'LP= longitud de pltmula, ILR= longitud de radicula.
%%Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, segun prueba de (Tukey P<5%).
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Cuadro A.13. Cuadrados medios y significancia de los andlisis de covarianza para parametros
evaluados para vigor en semilla de dos genotipos de melén en estudio de

transmision de virus.

F.V. al PCT LPTTT LRS

(%) (cm) (cm)

GENOTIPOS 1 19.49 1592.55* 38.71* 6.37*
TRATAMIENTO 9 60.24 2.55 1.20
GENOTIPO X TRATAMIENTO 9  562.95* 11.31* 1.17
FECHAS DE COSECHA 1 1215.95*  3640.34* 53.53* 4.83*
ERROR 171 223.84 3.30 0.91
CV. (%) 45.37 24.15 7.77

TPC= primer conteo, ""GER= gemninacién, '"'LP = longitud de plimula, SLR= longitud de radicula.
*, ** = Significancia al 0.05 y 0.01 de probabilidad, respectivamente.

Cuadro A.14. Valores medios por tratamiento de los parametros para vigor evaluados para los

dos genotipos.

PCT GER™ LPTH LR’
Tratamientos (%) (%) (cm) (cm)
1 33.46 " 76.58 7.46 12.41

2 32.22 71.72 7.03 11.90

3 34.57 80.16 8.19 12.46

4 29.83 74.06 7.00 12.08

5 2863 74.49 7.57 12.51

6 33.14 70.24 7.04 12.16

7 32.66 75.28 7.32 12.60

8 37.73 86.20 8.7 12.38

9 32.76 83.80 8.23 12.95
10 32.37 71.18 6.86 12.01
D.M.S 16.68 18.10 2.02 4.53
X 32.74 76.37 7.54 12.35

TPC= primer conteo, ""GER= germinacién, ""'LP= longitud de plimuta, $LR= longitud de radicula.
%Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, segun prueba de (Tukey P<5%).



