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COMPENDIO

DETECCION DE HONGOS, BACTERIAS Y VIRUS PRESENTES EN
SEMILLA DE CHILE (Capsicum annum L. ) Y SU EFECTO EN LA
CALIDAD, EN EL MUNICIPIO DE RAMOS ARIZPE, COAHUILA.

POR
MARTA MAGDALENA RODRIGUEZ VALDES

MAESTRIA
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M.C. Abiel Sa&nchez Arizpe - Asesor -
palabras clave: Deteccidén, Identificacién y Calidad.

Los objetivos del presente trabajo fueron
determinar la calidad fitosanitaria de la semilla de chile,
por medio de la deteccidén e identificacidn de los agentes
presentes en la misma.

Los métodos utilizados para aislar a los hongos de
la semilla fueron: el papel secante congelado y placas de

agar, se purificaron y 5€ procedié a su identificacién se

encontrd a los hongos, Fusarium solani, Alternaria

alternata y Aspergillus niger.



En lo que se refiere a bacterias se utilizaron los
medios diferenciales, selectivos, pruebas bioquimicas y
finalmente el medio Tween B y se aisld a la bacteria
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria de varias de las

muestras.

En ambos casos sSe practicaron las pruebas de
patogenicidad para confirmar que las identificaciones de

hongos vy bacterias presentes en la semilla fueran

correctas.

Por medio de las pruebas de ELISA se detectd 1la
presencia de los virus del mosaico del tabaco (TMV), virus
de la mancha anular del tabaco (TRSV), virus del jaspeado

del tabaco (TEV) y virus del mosaico del pepino (CMV).

Al final se realizdé una correlacién entre 1los
resultados de germinacidén y vigor con los hongos vy
bacterias aislados de la semilla para de esta forma

reforzar las pruebas realizadas.



ABSTRACT

DETECTION OF FUNGI, BACTERIA AND VIRUSES PRESENTED IN
PEPPER SEEDS (Capsicum annum L.) AND ITS EFFECT IN QUALITY,
IN THE MUNICIPIO OF RAMOS ARIZPE COAHUILA

By
MARIA MAGDALENA RODRIGUEZ VALDES

MASTER OF SCIENCE
AGRICULTURAL PARASITOLOGY
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
Buenavista, Saltillo, Coahuila. Junio de 1998.

M.C. Abiel Sanchez Arizpe -Advisor-

Key word: Detection, identification and Quality

The objectives of the present research were to
determine the seed health of pepper, by detection and

identification of pathogens present in the seed.

The methods used to isolate the fungi of seed-borne
were: freezing towel paper and media of agar plaque. The
following fungi were identified: Fusarium solani,

Alternaria alternata and Aspergillus niger.



Refering to bacterium it’s wutilized differential
and selective media, performer biochemical tests and
finally grew it on Tween B media, the bacterium Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria was isolate of several seed

samples.

Both fungi and bacterium were submited tests of

pathogenicity to confirm their identification.

ELISA test was used to detect the presence of
tobbaco mosaic virus (TMV), tobbaco ring stain virus
(TRSV), tobbaco etch virus (TEV) and cucumber mosaic virus
(CMV) .

At the end of the research a correlation between
germination and vigor of seed contaminated with fungi and

bacterium was performed to reinforce the developed tests.
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INTRODUCCION

Fl cultivo de <chile (Capsicum annum L.) en México
se usa como alimento en la dieta diaria desde tiempos
precolombinos. Ademas juega un papel importante,
proporcionando vitaminas y minerales, y se ha seleccionado

por su aportacidén para condimentar la dieta alimenticia.

El chile junto con el maiz, frijol y calabaza
fueron la base de la alimentacién de 1las culturas de
Mesoamérica incluso se le considera a esta regién como

centro de domesticacién del género Capsicum Yy en

particular, la especie annum.

En el pais se cultivan diversos tipos de chile que
tienen forma, color y sabdr muy diferentes, destacando para
el consumo nacional por el A4rea sembrada y volumen de
produccién el chile serrano con una superficie de 40,000 ha
y el chile jalapeno con 25,000 ha respectivamente siguiendo
en orden de importancia los chiles anchos y mirasoles.

siendo en total de 130,000 ha sembradas.



El 80 por ciento de la superficie corresponde a la

siembra bajo condiciones de humedad y el resto a temporal.

A su vez destaca el chile dulce y morrén con fines

de exportacién, principalmente a Estados Unidos y Canada.

Fn el municipio de Ramos Arizpe, Coah. este cultivo
cumple una funcién socioecondémica importante por los
siguientes aspectos: es altamente redituable, es de amplio
consumo, Y €S una fuente de trabajo para la poblacidn
campesina, ya dque Se requieren de 200 a 300 jornales por
hectéarea:; peneficiando también a los trabajadores de las

empacadoras ¥y transporte.

La superficie sembrada de chile en el Municipio de
Ramos Arizpe, Coah. es de alrededor de 350 ha de riego, con

una producciédn promedio de 12-15 ton/ha.

En el sistema agricola tradicional, los
agricultores ahorran una parte del cultivo, en forma de
semillas para la siembra del ciclo agricola siguiente; pero
esto no basta si se quiere obtener un aumento en la
produccién. Para estimular la produccidédn un requisito

indispensable es la utilizacién de semillas de calidad de

cultivares mejorados.



Un problema fuerte en esta regién es que algunos de
los agricultores no usan en su totalidad semilla
certificada, y revuelven parte de la semilla certificada
con la recolectada por ellos, aungque la mayoria utilizan
semilla criolla de la regién o de otros lugares; por lo
mismo provocan que las condiciones de sanidad no sean las
adecuadas, favoreciendo con ésta practica, que hongos,
bacterias y virus que pueden estar presentes en la semilla,
causen problemas en la germinacién, y en el desarrollo del
cultivo en el campo. Con respecto a las enfermedades que se
han detectado en el campo, se cree que la mayoria de ellas
pueden tener su origen en la semilla; desde la recoleccidn
de la misma, siembra del almacigo, hasta el rendimiento del

cultivo y por consecuencia en la produccidén de chile.

El presente trabajo plantea los siguientes

objetivos:

Determinar la calidad fitosanitaria de la semilla de
chile utilizada en el establecimiento de almacigos en el

Municipio de Ramos Arizpe, Coah.

Detectar e identificar los agentes presentes en la

semilla, que influyen en la calidad de la misma.



El presente trabajo plantea las siguientes

hipbétesis:

En el caso de los hongos se espera encontrar

Fusarium, Aspergillus y Helminthosporium.

Fn el caso de las bacterias se espera encontrar

Pseudomonas y Xanthomonas.

En el caso de los virus se espera encontrar el
virus del mosaico del tabaco (VMT), virus de la mancha
anular del tabaco (TRSV), virus del jaspeado del tabaco

(TEV) y virus del mosaico del pepino (CMV).



REVISION DE LITERATURA
Historia e Importancia

El hombre en su afan de obtener productos vegetales
diversos que satisfagan Sus necesidades de alimentacidn,
vestido, y otras de menor importancia, encuentra factores
que disminuyen, Yy en casos extremos bajan los rendimientos
de sus cultivos. Entre estos factores Jjuegan un papel de

gran importancia las enfermedades de las plantas (De la

Isla,1994).

Asimismo, en la comercializacién, como en el
intercambio de recursos genéticos e introduccién de nuevos
cultivos traslada semilla a los diferentes ambientes; por
lo que se ha constituido en el principal vector de

patégenos en cada area agricola abierta al cultivo.

Los microorganismos al evolucionar cubren sus
necesidades de sobrevivencia, desarrollando fases de su
ciclo de vida resistentes al medio ambiente adverso, ©
parasitando sistematicamente en la semilla; lo cual les

asegura la perpetuacién de la especie y su amplia



distribucién geografica, y completamente al azar en los

terrenos de cultivo (Jiménez, 1997).

El 90 por ciento de los cultivos destinados a la
alimentacioén humana y animal, requiere del uso de semillas;
de ahi que éstas sean el principal insumo para la
produccién de alimentos de origen vegetal (Agarwal and

Sinclair 1987a) .

siempre se ha considerado que las enfermedades de
las plantas cultivadas constituyen una seria amenaza para
la produccién de alimentos, desde el momento de la siembra

hasta el consumo de las cosechas (Moreno, 1996).

En México se ha calculado una disminucién del 30
por ciento de los cultivos principales a causa de insectos,
malas hierbas, roedores Y enfermedades, Yy seguramente

corresponde a estas ultimas un alto porcentaje de la cifra

total (De la Isla, 1994).

Patologia de semilla

Durante el desarrollo de la semilla, ésta puede

ser invadida o contaminada por diversos patdgenos. Las

enfermedades que afectan a las semillas en muchas ocasiones



pasan desapercibidas durante sus etapas iniciales, y cuando
uno se percata de su presencia, ya es muy tarde para

aplicar algin método de control.

Salazar (1992), menciona que una de las ramas de la
Fitopatologia que en los ultimos afios ha ido adquiriendo
mayor importancia es la patologia de semillas; sin embargo,
en México existen pocas investigaciones sobre patdgenos

transmitidos por semilla.

Aunque las pérdidas causadas por las enfermedades
en semillas no han sido bien cuantificadas, Agarwal and
Sinclair (1987a) mencionan que las pérdidas globales debido

a enfermedades en plantas se estima en un 12 por ciento del

potencial de producciodn.

Se dice que un patdgeno es transmitido por semilla
cuando adquel es llevado sobre o dentro de 1la semilla,
penetrando sus tejidos, Y permanece en la ella en estado de
reposo; de modo que al sembrarla, la infeccidén en la planta

provendra de la semilla infectada (Moreno,1996).

Otros patdgenos contaminan la semilla a nivel
superficial o estéan mezclados con ellas, pero esto no

implica necesariamente que las semillas las transmitan.



Entre los patbgenos asociados a semillas estan los hongos,

bacterias, virus y neméatodos.

Por otra parte, se tienen evidencias de que las
semillas juegan un papel importante en la diseminacién de
enfermedades de las plantas de un lugar a otro y dque
algunos patdgenos, pueden vivir por afios alojados en o

sobre la semilla (Kreitlow et al.,1982).

La mayoria de los cultivos alimenticios del mundo
son sembrados directamente por semilla; para que sea un
buen inicio es necesario dque la semilla esté en Optimas

condiciones (Agarwal and Sinclair, 1987a).

Hongos presentes en semilla

Los hongos son 1los patdgenos mas importantes de las
plantas, y también en cuanto a patégenos transportados en
las semillas. Las bacterias, nematodos, virus y viroides
asimismo son acarreados en las semillas, pero no los

micoplasmas y las rickettsias (Argwal and Sinclair, 1987b).

Aunque la mayoria de las especies de hongos
aparentan estar vya diseminados alrededor del mundo, es

necesario evitar la posible transferencia de cepas de



algunos de ellos; los cuales pueden contener nuevo material
genético, o bien hongos que aparecen restringidos a ciertas
condiciones de suelo, como pH vy temperatura y dque

aparentemente no se adaptan a otras condiciones (Moreno,

1996) .

Las semillas se consideran la fuente nmés
importante para la perpetuacién de patdgenos e incluso para
algunos son el medio exclusivo de sobrevivencia, como los
carbones voladores (Ustilago nuda) y carbones cubiertos
(Tilletia caries). Ademés, el patdégeno permanece mas tiempo
viable en las semillas que en el suelo o en residuos de
cosecha, y su estrecha relacién con la semilla favorece las

infecciones primarias tempranas (Navarrete, 1995).

Dafios en la semilla

El impacto directo de los hongos en las semillas es
considerable, muchos afectan el primordio de la semilla o
semillas maduras y provocan la reduccién de la cosecha a

nivel cuantitativo y cualitativo (Moreno, 1996) .

Algunos hongos dué son pardsitos débiles manchan la
semilla disminuyendo el valor comercial. Otros provocan el

aborto de la semilla O sustituyen O&érganos florales al
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desarrollar fructificaciones u otras estructuras del hongo.
En ocasiones la presencia de los hongos causa un pobre
desarrollo de la semilla la cual queda enjuta y de menor

tamafio (Navarrete,1995).

Localizacidn

Los hongos en las semillas son acarreados en dos
formas, como una infeccién o como una infestacidén. La
primera implica que el patdégeno ha invadido los tejidos de
las plantas, y se ha establecido en ellos y la segunda que
el patdégeno va COmO contaminante, en forma de esporas o de
esclerocios, directamente sobre las semillas, pero sin
invadir las testas O pericarpios; o bien en residuos de

cosechas y en particulas de suelo (Moreno,1996).

Transmisién

La transmisién puede ser sistémica o no sistémica.

La sistémica proviene tanto de infecciones
embrionarias como de no embrionarias, es decir que en
algunas enfermedades el hongo estad dentro de la semilla vy

en otras se situa fuera de ellas.
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La transmisién no sistémica implica que el hongo no
se desarrolla internamente a través de los tejidos de las
plantas, sino que lo hace por fuera, causando lesiones a
tallos, hojas, flores, y frutos. La transmisidén no
sistémica puede provenir de semillas infectadas,

contaminadas o infestadas (Moreno,1996). Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1.Enfermedades Transmitidas por Semilla de
Chile. UAAAN. 1997

PATOGENOS NOMBRES COMUNES
Alternaria spp. Podredumbre del fruto
Cercospora capsici Mancha jaspeada de la hoja

Podredumbre apical
Colletotrichum piperatum Podredumbre de la madurez

Diaporthe phaseolorum Podredumbre del fruto

Fusarium solani Marchitez del Fusarium
Phytophthora capsici Marchitez de Phytophthora
Rhizoctonia solani Rhizoctoniasis

Sclerotinia sclerotiorum Cancer del tallo

Jiménez (1997).

Métodos de deteccién de hongos y bacterias transmitidos en

la semilla.

En la mayoria de los casos es inevitable la
presencia de hongos en la semilla, los métodos para
deteccion de hongos Yy bacterias se presentan de la

siguiente forma en el Cuadro 2.2.



Cuadro 2.2. Métodos de Deteccidn de Hongos y Bacterias
Transmitidos por Semillas. UAAAN 1997.

METODO APLICACION

Inspeccién directa. Deteccidn de esclerocios de hongos
agallas de nematodo, semillas de
malezas, particulas de suelo, etc..

Deteccidn directa de esporas de
hongos.

Suspension de
lavado.

Observacién directa Deteccidn de esporas de hongos que
de embriones. invaden sistematicamente la semilla.

Siembra de agar. Deteccidén de hongos en general.

Congelado de
semilla.

Observacién de
sintomas en
plantulas.

Observacidén de
sintomas en
plantulas
creciendo en
agar—-agua.

Inoculacidén en
indicadoras.

Método de
pbacteriéofago

Métodos
seroldgicos.

Especifico para ciertos hongos
(Phoma, Septoria, Alternaria)

Detgccién de patdégenos, util en
semilla de cereales y forestales.

Utilizado para muchas clases

semillas.

Deteccidén de bacterias
(X.phaseoli,X.campestris).

Deteccidén de algunas bacterias
(P. phaseolitica, X.phaseoli)
(C. michiganense, X. vesicatoria)

Utilizado para todos los patdgenos
que producen antisuero especifico.

de

Jiménez (1997)



13

Debido a la importancia que tienen los hongos como
causantes de enfermedades a partir de semillas infectadas
se hace necesario realizar analisis para detectar la
calidad sanitaria de ellas, dado que la correcta

determinacién de las causas de la enfermedad sera el primer

paso para combatirlas.

Bacterias

Las bacterias ocurren sobre especies de casi todas
las familias de plantas. Las bacterias en condiciones no
favorables pueden vivir en el tejido infectado, en el suelo
o en algun insecto vector. Las bacterias que producen
tizones Yy cancer invaden el cambium; y las que producen
marchitamiento colonizan el xilema. La mayoria de las
pacterias fitopatdégenas Se€ desarrollan primeramente en la
planta hospedera como paradsitas y parcialmente en el suelo
como saproéfitas, Cuadro 2.3. El1 hombre contribuye
localmente a la distribucién de la bacteria por el manejo
de plantas y por Sus préacticas culturales, y a largas
distancias por transportacidén de plantas infectadas o parte
de plantas a nuevas areas. En el caso de infeccidén de 1la

semilla, las bacterias pueden ser transportadas dentro de

ella de manera sistémica, o bien en la parte externa como

contaminante.
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Cuadro 2.3. Bacterias de Importancia Cuarentenaria con su
Rango de Hospedantes y la parte u Organo

Afectado.
PLAGA PARTE U ORGANO HOSPEDERO
AFECTADO
Pseudomonas syringae pv.
tomato Semilla Tomate
Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria Semilla,pléantula Tomate
Chile
Pseudomonas syringae pv.
tabaci Semilla Tabaco

DGSV, IX Curso Taller de Actualizacién de Semillas 1997.

Dafios en las semillas por bacterias

E1 efecto patogénico de las bacterias en las

semillas puede ser derivado de uno de los siguientes cuatro

tipos de dafno:

Aborto de la semilla. La semilla puede ser totalmente

detenido su desarrollo, © puede disminuir su tamafio.

Pudricién de la semilla. La bacteria puede penetrar a

la semilla y causarle una pudricién.
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Cuadro 2.3. Bacterias de Importancia Cuarentenaria con su
Rango de Hospedantes y la parte u Organo

Afectado.
PLAGA PARTE U ORGANO HOSPEDERO
AFECTADO
Pseudomonas syringae DV.
tomato Semilla Tomate
Xanthomonas campestris pvV.
vesicatoria Semilla,pléantula Tomate
Chile
Pseudomonas syringae pV.
tabaci Semilla Tabaco

DGSV, IX Curso Taller de Actualizacién de Semillas 1997.

Dafios en las semillas por bacterias

El efecto patogénico de las Dbacterias en las

semillas puede ser derivado de uno de los siguientes cuatro

tipos de dafio:

Aborto de la semilla. La semilla puede ser totalmente

detenido su desarrollo, O puede disminuir su tamafo.

pudricién de la semilla. La bacteria puede penetrar a

la semilla y causarle una pudricién.
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Decoloracién de la semilla. La decoloracidén de la
superficie de la semilla es producida por Dbacterias
patogénicas.

Adelgazamiento de la semilla. Se produce una cantidad
excesiva de bacterias en la superficie asemejando una

especie de barniz que cubre la semilla.

Todo lo anterior de acuerdo al patdégeno y a las
diferentes condiciones durante la maduracidén de la semilla,

uno u otro pueden presentarse o una combinacidén de ambos

(Neergaard, 1979) .

Vvirus en la semilla

La transmisién de virus por semilla no era un
aspecto importante en la epidemiologia de estos patdgenos
en los inicios del presente siglo veinte. Los primeros
reportes al respecto aparecieron en la década de los afos
20’s en Virus que por estudios posteriores se ha confirmado
su alta eficiencia de transmisién a través de la semilla,
como son los virus del Mosaico comin del frijol (BCMV) y el
Mosaico del pepino (CMV), los cuales pueden transmitirse en
semillas de diferentes especies de plantas hospederas hasta

en un 80 y 40 por ciento respectivamente.
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A pesar de que actualmente aun se tiene un amplio
desconocimiento sobre los mecanismos de infeccién entre el
virus-semilla-planta para la transmisién de virus a través
de aquella, Neergaard en (1977) define cuatro conceptos que
indican aspectos relacionados con los mecanismos de

transmisién como son:

a)Virus transmitidos en semilla. Son aquellos que en
plantas infectadas han invadido en forma temprana el
meristemo floral antes de su desarrollo y diferenciacion,
sin que las células germinales sufran algun colapso, de tal
manera que el virus puede invadir el embrién y a través de
éste pasar en la germinacién a la nueva planta. Estos virus

pueden transmitirse porL este medio hasta en un 100 por

ciento.

b)Virus llevados en 1a semilla. Estos virus son acarreados
dentro, sobre o en cualquier lugar de la semilla, y pueden
o0 no ser transmitidos a la plantula que da lugar la semilla
que 1los contiene; se ha mencionado que su transmisibilidad

no es mayor del cinco por ciento.

c)Virus que infectan a la semilla. Son aquellos virus que
logran penetrar dentro del tejido de la semilla pero que

frecuentemente permanecen latentes o inactivos. Estos solo
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se transmiten en el caso de que el virus presente una alta
eficiencia de transmisién mecénica como el Virus mosaico

del tabaco(TMV).

d)Virus que contaminan semilla. Son aquellos que van
adheridos en forma externa a la semilla. Su eficiencia
de transmision es baja Yy en casos excepcionales se pueden

transmitir como el TMV.

Fn funcién de lo anterior, no todos los virus
presentes en semilla son  capaces de transmitirse a la
siguiente generacidn Y. mucho menos, no todas las semillas
procedentes de plantas infectadas por virus son capaces de
transmitirlos. En el caso de ciertos virus llevados en la
semilla, pueden transmitirse cuando éstas son inmaduras,
sin embargo al madurar las semillas (almacenadas), de
alguna manera los virus son inactivados por supuestos
compuestos presentes en la semilla o que sintetizan durante

ia madurez de ésta. En ciertos casos, estos virus aun son

capaces de transmitirse a la planta generada.

El chile (Capsicum annum L.) es afectado
severamente por enfermedades de tipo viral, 1las que
disminuyen su produccién hasta el 100 por ciento. En México
se han detectado en plantas de chile diversos virus: virus

del mosaico del tabaco TMV; virus de la mancha anular del
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tabaco TRSV; virus del jaspeado del tabaco TEV; virus del
mosaico del pepino CMV; y el virus Y de 1la papa PYV
(Garzbébn, et al.,1986).De estos el TEV,CMV, y TMV se han
encontrado ampliamente distribuidos en las areas chileras
del pais. Ademas se ha consignado la planta atigrada
(Garzdén y Galindo, 1985) y el geminivirus del rizado

amarillo del chile (Acosta, 1988).

En México no se ha consignado la transmisidén de
virus por semilla de chile. Sin embargo, el TMV y CMV se
han detectado en otros paises. El TRSV, PYV y TEV no se ha
encontrado dgue sean transmitidos por semilla (Vega et
al.,1993). La deteccidn de virus en planta y/o semilla
puede  hacerse a través de plantas diferenciales,

inclusiones virales, microscopia electrdnica, serologia,

etc.

En México los informes mas recientes de transmisidn
de virus por semilla fueron descritos por Vega et al.
(1993). En estos se consigné por primera ocasidén la
transmisién del virus jaspeado del tabaco (TEV) en plantas
de chile jalapefio, el cual fue detectado en testa vy
endospermo de semillas procedentes de plantas infectadas y
cuya transmisidén posteriormente se confirmé en plantas

desarrolladas a partir de estas semillas enfermas
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identificéndose el mencionado virus, por estudios

inmunoserolégicos y por microscopia de luz y electrénica.

No existen en México datos precisos sobre la
incidencia y porcentaje de dafio del Virus del Mosaico del
Tabaco TMV en plantaciones de chile; por lo general siempre
que se habla de éste, se le menciona asociado a otros virus

(Garzdbdn, 1987) .

E1 TMV se transmite mecanicamente y por semilla, el
PYV y el CMV se transmiten mecénicamente y a través de
afidos, de manera no persistente , aunque este Ultimo se ha

detectado en semilla de meldén y pepino (Vega, et al.,1993).

El conocimiento de la transmisién de virus por
semilla es muy importante desde el punto de vista
epidemioldgico, pues la infeccién puede ocurrir desde las
primeras etapas de desarrollo de la planta e introducirse
facilmente 1la enfermedad a nuevas 4&reas (Sutula, et
al.,1986); ademas permite la latencia del virus en las
plantas anuales que en general es diseminado por el vector

durante la estacién de crecimiento.

Aun no se sabe con certeza que es lo que determina

que un virus sea O nO transmitido por semilla; puede ser la
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capacidad de crecer en determinados tejidos y la
insensibilidad de los productos del hospedante presentes en

la semilla (Vega, et al.,1993).

Los virus pueden encontrarse en la testa, embridén o
endospermo de la semilla (Garzoén,1995) . La transmisidn por
semilla es especifica para el virus Yy hospedante; en
plantas de chile el TMV se encontré en 45 por ciento y el

CMV en uno por ciento, aunque este ultimo se detectd en

semillas de pepino en un 30 por ciento (Vega, et al.,1993).

El1 TMV se transmite de una generacién a otra en la
semilla de chile pimiento y se asocia con la testa Yy

raramente con el endospermo o embridén (Vega,et al.,1993).

La mayoria de los virus transmitidos por semilla
provienen del o6vulo de las plantas infectadas o del polen

que fertilizd la flor (Agrios, 1986) .

Garzén (1995) ha mencionado dque los virus pueden
permanecer en la semilla por algunos meses O por muchos
afios, aunque existen otros factores importantes que afectan
la transmisién de virus por semilla, entre estos se
considera que los mas importantes son: temperatura,

hospedante, variante de virus y tiempo de infeccién.
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En lo que concierne al impacto epidemioldgico de
la transmisién por semilla, esta ha tenido repercusiones
determinantes en la introduccidén de un nuevo virus a una
regién, o como fuente de inéculo primario, lo cual da lugar
a que la incidencia del virus en cada ciclo de produccién
de una determinada especie esté asegurada, y principalmente

esté relacionada con danos al cultivo (Garzdén, 1995).

Presencia de virus en el cultivo de chile.

Fn el cultivo del chile, la literatura universal ha
consignado mas de 35 enfermedades de tipo viroso; no
obstante muchas de éstas son variantes de virus vya

descritos y otros no se han caracterizado plenamente

También se han mencionado tres virus que infectan
chile, y son: el Jaspeado del tabaco, el Mosaico del

Pepino, Yy el Mosaico del Tabaco (Garzén, 1987).

Sin embargo, existe otra enfermedad cuya etiologia
aun se desconoce, denominada “planta atigrada de chile”. Es
importante sefialar due existen otros sindromes con
caracteristicas que indican la presencia de virus cuya

etiologia aun se desconoce (Garzdn, 1985).
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Sintomatologia.

Los sintomas de 1la enfermedad de 1la ‘“planta
atigrada de chile”, se caracterizan por un mosaico amarillo
o dorado con achaparramiento de la planta y deformacién del
fruto. Estos se inician con un amarillamiento de las
nervaduras en la base de la hoja, seguido por abolsamientos
de color verde normal que alternan con &areas amarillas. El
desarrollo de la planta, asi como el numero de flores y

tamafo del fruto fueron menores y los frutos eran deformes

(Garzén y Galindo,1985).

Martinez, et al. (1985), indicaron que existen
algunos sintomas macro Y mhicroscdépicos gque pueden ser
relacionados con el TEV; estos son: curvaturas de 1la
nervadura central, bandeado de las venas Yy, como sintoma

microscoépico, la presencia de inclusiones intranucleares.

Vega et al. (1993), presenté una amplia descripcidn
del sindrome del virus TEV en chile del tipo ancho que
consistidé en plantas con desarrollo reducido que destacan a
la vista por el color verde amarillento que contrasta con
el verde normal de las plantas sanas. Si la infeccién fue

tardia, los brotes nuevos que crecieron posteriormente son
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de menor tamafio y amarillentos y se diferencian del resto

por que conservan su apariencia y tamafio normal.

Los sintomas consignados en la planta de chile de
Virus mosaico del pepino CMV que se inician en la base de

la hoja, ademas de una distorsidén de la misma

(Martinez et al., 1985).

Garzén, (1987) consigna en CMV una defoliacién vy
necrosis en puntos de crecimiento de plantas Jjbvenes

(chamusquina) y aborto de flor.

Transmisién de virus en semilla de chile.

e Las enfermedades virosas del chile causadas por
cYyv, TEV y CMV se diseminan por semilla en México.

e La forma de transmisién TEV por semilla es una novedad
mundial.

e La concentraciéon de los tres virus es mayor en testas y
endospermos dque en semilla completa.

e Se observaron particulas de varilla flexible en extractos
de semilla vy testas por medio del microscopio
electrdnico.

e Se detect6 mayor concentracién de los tres virus en

plantas de 12 a 16 hojas.
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e Se observé mayor concentracién de microcristales
cuadrados en plantas de 12 a 14 hojas, inclusiones de TEV
y TMV.

o Se detectdé mayor incidencia de los tres virus en follaje

de plantas a 20°C y en raices de plantas a 30°C.

e Los tratamientos a la semilla con calor seco eliminaron a
™V y CMV en la testa, y los tratamientos con Na; PO, no

fueron efectivos (Vega et al.,1993).

Métodos de deteccidédn de virus en semilla.

Es necesario contar con métodos de deteccién
confiables rapidos y econdmicos que permitan detectar 1los
virus presentes en la semilla. En el Cuadro 2.4. se pueden
observar algunos métodos de deteccién de virus en semilla y
en el Cuadro 2.5. se puede observar el porcentaje de

transmisién por semilla de los principales virus.
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Cuadro 2.4. Métodos de Deteccidn de Virus en Semilla.

UAAAN 1996.
METODO APLICACION
Revisién visual de la Deteccidén de sintomatologia
semilla. externa en la semilla.

Pruebas de crecimiento Las pléantulas de semilla se
de pléntulas. examinan para la presencia de

virus.

Pruebas de infectividad. Uso de plantas indicadoras que

reaccionan con ciertos virus.

Pruebas seroldgicas. El uso de serologia tradicional
ELISA y sus variantes para la
deteccidén de la mayoria de los
virus de manera rapida y

confiable.

Microscopio. El microscopio electrdnico puede
ser utilizado para detectar la
presencia de particulas virales

en partes de la semilla.

F
Jiménez, (1996)
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Cuadro 2.5. Porcentaje de Transmisidén por Semilla de los
Principales Virus. UAAAN 1996.

S R
VIRUS PLANTA PORCENTAJE
Mosaico de la alfalfa alfalfa, 6
chile
Mosaico aréabigo remolacha 13
lechuga 60-100
tomate 2
Mosaico del tabaco tomate 2
vid 20
Anillo negro soya 83
tomate 19

Jiménez, (1996)

Control de virus en semilla

En lo que se refiere al control de estos patdgenos
en semillas, esto es posible realizarlo con cierto éxito
solo en virus que contaminan semillas, como el caso del
virus mosaico del tabaco, o el virus moteado del pepino
(CGMV) (Vega et al., 1993) por medio de termoterapia, que
consiste en someter a la semilla a 70°C por 24 horas y por

quimioterapia con tratamientos de &cido clorhidrico al 20
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por ciento con imersiones de la semilla por 30 min o

fosfato trisédico 10 por ciento por 10 min (Garzdn,1995).

Vega et al.(1993) reportd que efectivamente los
tratamientos con calor seco a 40°C por cinco horas solo
eliminaron al TMV y CMV cuando estos se encontraban en la
testa pero no en el endospermo de la semilla. Para el caso
de los virus que se localizan en el embrién o endospermo de
la semilla, solo la resistencia genética ha logrado reducir

o evitar la transmisién por semilla.

Pruebas de germinacién.

E1 objetivo de las pruebas de germinacidén es
obtener informacién con respecto a la capacidad de las
semillas para producir plantas normales, ademds permiten
establecer comparaciones del poder germinativo entre
diferentes lotes de semillas de la misma especie. Los
métodos de laboratorio han sido desarrollados de tal manera
que sea posible controlar la mayoria de las condiciones
externas. Esto permite obtener resultados uniformes vy
rapidos sobre la germinacién de muestras de semillas de una
determinada especie, para lo cual se han estandarizado las
condiciones controladas de las pruebas de germinacién

(Moreno, 1995) .
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Copeland and McDonald (1985) ’califican a estas
pléantulas en las pruebas de germinacién en pléantulas
normales, pléantulas anormales (ausencia de radicula,
ausencia de epicotilo, ausencia de cotiledones, o pléantulas

deformes), semillas en dormancia y semillas muertas.

Sustratos

En la prueba de germinacidn el sustrato tiene la
funcién de proveer humedad adecuada y soporte de las

semillas durante su germinacidn.

Tipos de sustratos

Papel secante, papel filtro, toallas de papel,

algoddn, tierra, arena.

Pruebas de vigor en semillas.

Las semillas que son capaces de desarrollar la raiz
durante la germinacién, pueden no tener el vigor para
establecer una pléantula bajo condiciones de campo. Siendo
el vigor un indicador de la calidad de la semilla, y denota
la completa habilidad de las semillas para funcionar bien

bajo condiciones de campo.
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Es un concepto relativamente nuevo comparado con
germinacién y surgidé de la observacidén de diferencias en
establecimiento de plantulas entre lotes de semillas, esto
es discrepancias entre 1los resultados de 1la prueba de

germinacién y la emergencia en el campo.

Se considera la prueba de germinacién insuficiente
para predecir la emergencia y detectar diferencias de
calidad (vigor) entre lotes de semillas, y trae como
resultado la necesidad de una prueba adicional de calidad
capaz de predecir la emergencia de plantulas bajo
condiciones, ambas adversas y favorables de campo

(Bustamante,1995).

Bustamante (1995) reporta que la germinacidén en el

laboratorio es 34 por ciento mas alta que la emergencia en

el campo.

Las definiciones mas aceptadas para describir el
concepto de vigor de la semilla son aquellas propuestas por
1STA, (1987) o ROSA, (1984) que definen que el vigor de la
semilla es la suma total de aquellas propiedades de la
semilla para determinar el nivel de actividad y capacidad
de la semilla o lote de semillas durante la germinacién vy
emergencia de plantula. Las semillas con buen

comportamiento se denominan de alto vigor, mientras que las
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de pobre comportamiento son consideradas de bajo vigor

(Bustamante, 1995) .

Objetivo de una prueba de vigor.

La evaluacién del vigor de las semillas es
importante debido a que hace posible evitar desuniformidad
Yy establecimientos pobres, evitar replantaciones, lo que
ocasiona aumento en el costo de produccién; evita el
aclaréo al utilizar exceso de densidad de siembra, por el
desconocimiento del potencial de emergencia, ademds permite
conocer la capacidad de almacenamiento de la semilla para

tomar decisiones respecto a su utilizacién inmediata.

Requisitos para una buena prueba de vigor.

-De bajo costo.
-Rapida.

~-Facil y simple.
-Objetiva.
-Reproducible.

-Buena correlacibén con emergencia en campo.
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Consideraciones en el ensayo de vigor.

Ninguna prueba sola podra satisfacer todos 1los
requerimientos para ser utilizada, por lo que es
conveniente se seleccione una combinacidén de métodos que se
adecuen al cultivo y a las condiciones en las que se espera

sembrar la semilla.

Es importante tomar en cuenta la necesidad de
informacién del vigor, el propdsito por el cual se desea
evaluar, conveniencia de la prueba, nivel de precisidn
posible, experiencia, expertos en la prueba seleccionada y

criterio de interpretacién (Moreno,1995).

Pruebas de patogenicidad

Consisten en hacer los aislamientos de los
patégenos sospechados de la prueba del papel secante o de
las placas de agar, sembrando éstos en agar para la
identificacidn (esporas, crecimiento vegetativo, etc.)
inoculando a plantas sanas (normalmente plantulas) para la
observacién de sintomas de patogenicidad, y posteriormente
reaislarlo y sembrar el patdgeno sobre un sustrato. Este
procedimiento sigue los postulados de Koch y es un método
de identificacién positiva de varios patégenos. La

inoculacién puede ser por inyeccidn u otros métodos, por
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ejemplo: aspersidén o espolvoreacidén seguido de una abrasidn

mecadnica (Copeland and MacDonald, 1985).

Randhawa (1995) menciona que la bacteria que se
sospecha que fue aislada de la semilla puede ser virulenta
de las diferentes especies de patdgenos; para que la prueba
no sea un falso positivo, una prueba de patogenicidad debe
ser corrida, la patogenicidad es determinada por varias
técnicas disponibles para patdgenos especificos. Este mismo
autor menciona una técnica de patogenicidad para
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, mediante la cual se
inocula atomizando o inyectando a plantulas de chile de

tres semanas de edad.

Los sintomas de manchas en las hojas pueden

aparecer dentro de 7-14 dias.

Liang (1993) <cita que para las pruebas de
patogenicidad de Acremonium strictum, Ascochita capsici,
Chaesticta sp. ., Microdiplodia capsici, Mirothecium
verrucaria, Yy especies de Phoma respectivamente fueron

asperjados en hojas de un mes de edad en los semilleros, y

las inoculadas fueron mantenidas en camara humeda por 48
hr después de la inoculacidén. La suspensién de esporas fue

preparada con cultivos de 20 dias y fueron ajustados a
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50,000 esporas por mililitro en agua destilada. Mientras
que las especies de Fusarium fueron probadas por

inoculacién de suelo; el suelo inoculado fue preparado con

cultivo de 10 dias ajusténdose de 20,000-25,000 esporas.



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrolld en dos fases:
a) La recoleccién del material en campo; y
b) La realizacién de las pruebas en el laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de 1la
Universidad Auténoma Adgraria Antonio Narro, ubicada en

Buenavista, Saltillo Coahuila, México.

Recoleccidn del Material

Se visitdé a los productores de planta de chile
del municipio de Ramos Arizpe, Coah. y se llevd a cabo la
recoleccién de la semilla que ellos wutilizan en la
preparacién de los almacigos; en su mayoria chile serrano
variedad tampiquefio 74, una de chile ancho y una de
pimiento morrdn. Nueve de las muestras es semilla de la
que ellos seleccionan y tres muestras de semilla
comercial (5,6 y 7); para detectar los microorganismos vy
virus presentes en la semilla asi como la realizacién de

las pruebas de germinacién y vigor de las mismas.



Pruebas de sanidad de la semilla para detectar hongos

Se utilizé la prueba con papel secante Yy

congelamiento (Neergaard,1979) para detectar hongos.

De cada muestra se seleccionaron 100 semillas al
azar con dos repeticiones, se desinfectaron en una solucidn
de hipoclorito de sodio al tres por ciento por tres min
antes de colocarlas en las cajas Petri con papel filtro
humedecido con agua destilada estéril. Se colocaron 20
semillas en cada caja bien distribuidas y equidistantes
para evitar el contacto de una con otra; después se
sellaron e incubaron a una temperatura de 25°C por 24 hr
seguido de un periodo de congelamiento de 24 hr a una
temperatura de =-20°C. Esto con el fin de inhibir la
germinacién y asi permitir un desarrollo fungoso méas
abundante. Después de las 24 hr de congelamiento se
colocaron las cajas en la camara de incubacidén de cinco a
siete dias a 25°C tiempo suficiente para que los hongos se
desarrollen y formen estructuras reproductivas que

faciliten su identificacidn.

Incidencia de hongos por muestra

La presencia de hongos patogénicos que nos pueden

causar una infeccidén en un mismo lote de semillas o muestra
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probada estan directamente ligados con la sanidad y calidad
de la semilla, por este motivo se establece el indice de
infeccién fungosa de la siguiente manera:

IFI= ¥ (Escala patogénica X porcentaje de infeccién).

Escala patogénica para hongos

Esta se establece en base al efecto de los hongos
presentes en la semilla. El1 efecto de 1los hongos en 1la
semilla fue dividido en una escala de 0-3 dependiendo de la
disminucién en la germinacidén causada por hongos.

Asi tenemos que:
0 Bajo. No influye en la germinacién.

1 Moderado a severo. Influye en la diseminacién de 50-80

por ciento.

3 Severa en la germinacién. Influye de 80-100 por ciento.

El efecto de los hongos en las plantas puede ser
dividido en una escala de 0-5.
Asi tenemos que:
0 Bajo. No hay potencial patogénico p/p.
1 Bajo potencial de patogenicidad.
2 Bajo - moderado.
3 Moderado.

4 Moderado a significante.
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5 Significante.
La escala se multiplica con el por ciento de los

hongos que mostraron mayor incidencia. En base a 1lo

anterior podemos obtener la categoria sanitaria de la

semilla.

Identificacidén de Hongos.

Después de la aparicién de los hongos se realizaron

montas permanentes en lactofenol para identificarlas en el

microscopio compuesto y con la ayuda de las claves de
Barnett y Hunter (1987) . La identificacién de especies se

realizé con la ayuda de micrometro midiendo las estructuras

reproductivas de los hongos para su identificacidén y claves
especificas para cada género detectado. A continuacidén se

muestra la calidad sanitaria de la semilla en el cuadro

3.1.

Cuadro 3.1. Calidad Sanitaria de la Semilla.

Categoria IFI Calidad

A 0 Semilla certificada
B 0-40 Sana

c 41-80 Moderadamente sana
D 81-120 Sin sanidad

E + 120 Totalmente infestada

(Liang, 1993).
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Pruebas de deteccidn de bacterias

Las pruebas se realizaron utilizando primeramente
agar nutritivo, para el aislamiento de 1las bacterias
presentes en semilla. Se pesaron 7 gramos de semilla de
cada una de las muestras previamente lavadas durante 30 min
con agua corriente, con la finalidad de eliminar el
tratamiento de las semillas con fungicidas; inmediatamente
después se agrego 3. mililitros de Buffer fosfato 0.05M
(1000 mililitros de agua destilada estéril,7 gramos de K;
HPO,, 1.3 gramos de KH: POy, 1l mililitro de Tween 20, y se
ajusta el pH a 7.2), por gramo de semilla y se incubd
durante 12 hr a 4°C. En seguida se obtuvo el filtrado
(separacién de la semilla v el buffer), y se realizaron las
diluciones seriadas a partir de la solucidén madre, 107ty
107 colocando 0.1 mililitros de cada una de las diluciones
con dos repeticiones e€n cada una de las cajas Petri que
contenian el agar nutritivo y se incubdé a 27°C en un lapso
de tiempo de cuatro a siete dias, realizando inspecciones
diarias hasta observar las unidades formadoras de colonia
(UFC), desarrolladas con las caracteristicas propias de

esta bacteria.
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Identificacién de la bacteria.

Una vez que se desarrollaron las (UFC), se aislaron
cepas con caracteristicas de esta Dbacteria (colonias
amarillas mucoides), se purificaron en agar nutritivo (AN),
en seguida se les practicdé la tincidén de Gram y se
corrobord la identificacién por medios diferenciales,
medios selectivos, pruebas bioquimicas, medio Tween B
(Mc Guire et al.,1986) vy pruebas de patogenicidad, (se
colocaron e€n medio YDC a 35°C , 1licuefaccidén de la
gelatina, digestién de la proteina, produccidén del &cido a
partir de glucosa, arabinosa y manosa (Rodriguez, 1991),

degradacién del pectato CVP, crecimiento en KB, SX agar

(Schaad, 1994), D-1, D-3 y D-4 (Kado y Heskett 1970), vy

catalasa (Gitiatis et al.,1987).

Deteccién de virus en la semilla

La prueba para detectar la presencia de virus se basd en
el método de ELISA, se realizaron para el virus del mosaico
del tabaco (TMV) , virus de la mancha anular del
tabaco (TRSV), virus del mosaico del pepino(CMV); y virus

jaspeado del tabaco (TEV) .Siguiendo el protocolo para virus.
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Pruebas de patogenicidad

Una vez que se aislaron y se tuvieron puras las

colonias de hongos y bacterias se hicieron separadamente

las pruebas de patogenicidad en plantulas.

Estas pruebas consistieron en hacer los
aislamientos de los patdgenos sospechados de la prueba de
papel secante O de las placas de agar; sembrados éstos en
agar para la identificacién (esporas, crecimiento
vegetativo etc.), inoculando a plantas sanas (usualmente
plantulas), para la observacién de sintomas de

patogenicidad; Yy posteriormente reaislarlo y sembrar el

patbgeno sobre un sustrato.

Este procedimiento sigue los postulados de Koch y
es un método de identificacién positiva de varios
patogenos. Las pruebas de patogenicidad para hongos se

efectuaron de la siguiente forma:

para la produccién de planta se realizdé la siembra
en charolas germinadoras de poliuretano, utilizando
sustrato organico proveniente de musgo (Peat Moss)

esterilizado.
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Las inoculaciones se realizaron en pléntulas de
cuatro semanas asperjadas a follaje, con una suspensidén de
esporas con cultivos de 10 dias y fueron ajustadas a 50,000
esporas por mililitro en agua destilada estéril y fueron
mantenidas en camara humeda las 40 hr posteriores a la
inoculacién, en el caso de Alternaria alternata y en el
caso de Fusarium solani fue aplicado al suelo, ajusténdose

de 20,000 a 25,000 esporas por mililitro en agua destilada

estéril.

Las pruebas de patogenicidad para bacterias se
realizaron por medio de inyecciones a las hojas y tallos de
acuerdo a la técnica de Stall et al.,(1972). Para la
produccién de planta fue de 1la forma anteriormente
descrita. Las inoculaciones se realizaron en plantulas de
cuatro semanas, utilizandose cultivos de bacterias de 48 hr
de edad, crecidas en AN, utilizando una suspensioén
pacteriana de 1 X 10° UFC/ml (Schaad,1994), y a los
testigos unicamente se les inyecté agua destilada estéril.
Una vez que aparecieron los sintomas en las plantulas la
pacteria fue reaislada en agar nutritivo e identificada

mediante el procedimiento descrito con anterioridad.

o Ly68
BANCO DE TESIS
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Pruebas de germinacién.

Esta prueba se realizé con el objetivo de conocer
el efecto de los hongos y bacterias sobre la germinacidén y
vigor de la semilla. La germinacién se llevdé a cabo en
papel secante y se humedecidé con agua estéril, en cada hoja
de papel secante se colocaron 100 semillas en forma
equidistante, se le cubrié con otra hoja de papel encima
para después envolverla en forma de taco, los cuales
previamente etiquetados se acomodaron en bolsas de
polietileno para llevarlas a la cémara germinadora a una
temperatura de 25°C ¥ periodos de 12 hr de luz. Para la
evaluacién se realizaron dos conteos, uno a los siete dias
y el otro a los 14 dias , evaluando semillas germinadas vy
no germinadas. De cada una de las muestras se hicieron

dos repeticiones de 100 semillas cada una tomadas al azar.

Pruebas de vigor

La prueba de vigor se realizd por el método de
Deterioro Controlado, en la cual se somete a la semilla a
una alta temperatura Y humedad relativa, incorporando la
diferencia de un control uniforme de contenido de humedad
de la semilla antes del periodo de estrés, ya que las

muestras de semilla absorben humedad a distintas fases de
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la atmésfera humeda, por 1lo dque las diferencias de
respuesta al envejecimiento pueden depender del contenido
de humedad inicial y la velocidad con la que se alcanza la

humedad final.

Para esta prueba se seleccionaron 200 semillas al
azar de cada muestra, a las cuales se les hizo previamente
el analisis de contenido de humedad, para conocer la

humedad de las muestras Yy determinar asi la cantidad de

agua que se agregara a cada muestra.

E1 contenido de humedad se ajusta de la siguiente

forma:

Cantidad de agua 100-CH inicial
que agregar(ml) = 1 X peso de la muestra
100-CH requerido
en gramos

Una vez que se determind lo anterior las muestras
se colocaron en bolsas de polietileno calibre 500, se les
agregd el agua que falta y se selld la bolsa, se homogenizd
1a muestra, y se dejaron las bolsas a 10°C por 15 hr.
Después de esto las bolsas selladas se colocaron en bafio de
agua a 45°C por 24 hr o en camara de envejecimiento a la
misma temperatura Y humedad relativa mayor del 90 por

ciento. Después de este deterioro provocado, se colocaron
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las semillas en papel secante humedo a 20°C de acuerdo a la

germinacién previamente descrita, se hace el conteo de

plantulas obtenidas y el resultado se expresa en por ciento

de germinacidn ISTA, (1987).



RESULTADOS

Los resultados aqui expresados se presentan de la
siguiente forma (Cuadro 4.1), primeramente los hongos

encontrados en las muestras de semilla evaluadas sequido de

la escala patogénica.

Cuadro 4.1. Escala Patogénica para Hongos Encontrados en
Semilla de Chile de Ramos Arizpe, Coah. UAAAN

1997.
Hongos Efecto Efecto Escala
en planta en semilla
Alternaria alternata 2 0 >
Aspergillus niger 0 1 1
Fusarium solani 2 2 4

El1 valor del Indice de Infeccién Fungosa (IFI) para cada

una de las muestras colectadas de acuerdo a la férmula:
IFI= ¥ (Escala patogénica X porcentaje de infeccién), se

encuentra en el Cuadro 4.2.
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Cuadro 4.2. Valor IFI y Categoria de la Semilla de Chile
de Ramos Arizpe, Coah. UAAAN 1997.

Muestra IFI Categoria de la semilla
1 serrano 36 B sana
2 serrano 25 B sana
3 serrano 10 B sana
4 ancho 25 B sana
5 pimiento 16 B sana
6 serrano 15 B sana
7 serrano 19 B sana
8 serrano 17 B sana
9 serrano 21 B sana
10 serrano 36 B sana
11 serrano 66 C moderadamente sana
12 serrano 73 C moderadamente sana

Pruebas de patogenicidad para hongos

Se realizaron con los hongos gue se conoce que no
son propios de almacén para ello nos apoyamos en 1los
postulados de Koch. Los hongos que se pobaron fueron
Fusarium solani que fue aplicado en el suelo, cerca de la
pase de la planta; mientras que Alternaria alternata, se
asperj6 al follaje de las plantas de un mes de edad después
del trasplante. E1 hongo dque mas efecto mostrd hacia las
plantulas fue Fusarium solani presentandose una marchitez
muy marcada, seguida de la muerte de las plantulas; en el

caso de Alternaria alternata, mostrd sintomas leves.
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En lo que se refiere a bacterias encontradas en la
semilla, se encontré en las muestras numero 3,4,7,9 y 12,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria reportada como una

de las mas dafiinas para este cultivo.

Pruebas de patogenicidad para bacterias

En relacién a las pruebas de patogenicidad los
sintomas caracteristicos de la mancha bacteriana
aparecieron de 10 a 15 dias después de las inoculaciones,
reaislandose la bacteria de las plantas a los 30 vy 45 dias
después de que las plantas fueron inoculadas, las bacterias
reaisladas dieron 1los mismos resultados gque los medios

diferenciales, medios selectivos y pruebas bioquimicas de

la bacteria inoculada.

Resul tados de pruebas de virus

Con respecto a virus se realizaron las pruebas de
ELISA, para el virus del mosaico del tabaco(TMV), virus de
la mancha anular del tabaco(TRSV), virus del mosaico del
pepino(CMV), y virus del Jjaspeado del tabaco(TEV), en
semilla y los resultados fueron como se muestra en el

cuadro 4.3. para pruebas de ELISA y el Cuadro 4.4. donde

hubo mayor presencia de virus.



Cuadro 4.3. Pruebas de ELISA Practicadas a Semillas de
Chile de Ramos Arizpe, Coah. UAAAN 1997.

48

CMV TEV TRSV ™MV
Muestra No 1 %
Muestra No 4 P %
Muestra No 5 X-P X X
Muestra No 6 X-P X
Muestra No 7 X-P %
Muestra No 8 X
Muestra No 9 X

P para planta
X para semilla

Muestras de Semilla de Chile de Ramos Arizpe,
Coah. Donde Hubo Mayor Presencia de Virus.

UAAAN 1997.

Cuadro 4.4.

Presencia de virus

Muestra

4 CcMV TRSV
5 CMV TEV TRSV
6 CcMV TEV

La germinacién Yy el vigor para las muestras

encuentra en el Cuadro 4.5.

se
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Cuadro 4.5. Resultados de la Germinacidén y Vigor de
Semilla de Chile de Ramos Arizpe. UAAAN 1997.

Muestra Germinacidn Vigor
1 77 72
2 66 62
3 78 67
4 75 71
5 3 0
6 82 76
7 51 34
8 99 99
9 98 83
10 97 73
11 81 97
12 76 74

Correlacién entre Patdégenos el Vigor y Germinacién

Asi tenemos que la correlacidn entre los diferentes
patégenos encontrados en la semilla con la germinacién vy

el wvigor; nos arrojaron los siguientes resultados de

acuerdo a las pruebas estadisticas.

De acuerdo a la prueba de Kendall para medir el
grado de asociacién entre variables de estudio 1la

correlacién se muestra en el Cuadro 4.6.



Cuadro 4.6. Prueba de Kendall Practicada a la Semilla de
Chile de Ramos Arizpe, Coah. UAAAN 1998.

IFI Germinacién Vigor
IFI 1.000 0.0308 0.2462
Germinacién 0.0308 1.000 0.7293
Vigor 0.2462 0.7273 1.000

Tenemos que las variables de vigor y germinacidn
son las que mostraron una alta significancia ( P < 0.01).No

asi el vigor y la germinacién en relacién con el IFI.

En el caso de Dbacterias y virus los efectos
aleatorios no son fijos, por lo que solo se hace la

deteccibn e identificacidén de los patdgenos.



DISCUSION

Sin lugar a dudas una de las preocupaciones de los

productores de chile de la regidén de Ramos Arizpe, Coah.
es la aparicién de enfermedades, que ocurre desde la

emergencia de la plantula en el almadcigo hasta el

establecimiento de éstas en el campo.

Con respecto a lo anterior es posible que una de
las causas que mas pueden favorecer el establecimiento y la
diseminacién de diferentes patdgenos es la semilla; ya que

puede ser portadora de hongos, bacterias y virus.

El presente trabajo bajo este concepto trata de
identificar que tipo de patdgenos se encuentran presentes
en la semilla de chile del municipio de Ramos Arizpe, Coah.
para poder sugerir a 10OS productores medidas sanitarias que
al final de cuenta los beneficiara en el desarrollo vy

produccién de este cultivo.

De acuerdo a lo esperado se aisldé de las muestras

de semilla a los hongos, Alternaria alternata, Aspergillus

niger y Fusarium solani.
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Los hongos A. niger y F. solani tuvieron efecto en

semilla.

Por su parte A. alternata y F. solani tuvieron

efecto en planta.

Las muestras 11 y 12 de chile serrano fueron las
que presentaron el indice de infeccidén fungosa (IFI) méas
alto, que las muestras 1 a la 10, donde se incluyen una de
chile ancho y una de pimiento morrén; el(IFI) de estas
muestras fue mas bajo, las fluctuaciones para chile serrano
fueron de 15 hasta 36, la de chile ancho de 25, y la de
chile pimiento morrén de 16; lo cual nos indica que a pesar
de la presencia de los diferentes hongos, las 10 primeras
muestras se encuentran €n la categoria B considerada como
sana, dque tal vez fue seleccionada de plantas sanas. La 11
y la 12 se encuentran en la categoria C que se considera
moderadamente sana, €S decir que la presencia de hongos es
mayor dque en las muestras anteriores, y pudo ser que la

semilla fuera mas vieja, Y dque se hubiera colectado de

plantas aparentemente sanas.

Lo anterior se confirma de acuerdo a Christensen

(1972) que menciona que los hongos pueden ser divididos en
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dos grupos; que son los hongos de campo, y los hongos de

almacén.

Por su parte Copeland y MacDonald (1985) citan que
los hongos asociados con semilla pueden incluir hongos
saprofitos y hongos de almacén, mas el manejo del productor
de su semilla, que son situaciones que pueden tener un

impacto directo en la calidad de la semilla.

Con respecto a las bacterias se aisld a Xanthomonas

campestris pV. vesicatoria la cual estd reportada como una

de las bacterias mas patogénicas presentes en solanaceas.

De acuerdo a Salazar (1997) se utilizdé el medio
Tween B para aislar a la bacteria, por ser el mas eficiente

para la deteccién de esta bacteria.

sinclair and Shurtleff (1975) indican dque 1la
presencia de bacterias en semillas pueden disminuir su
calidad, reduciendo significativamente la germinacién y la

emergencia.

Por lo que se refiere a los virus se realizaron
las pruebas de ELISA para el virus del mosaico del tabaco

(VMT), virus de la mancha anular del tabaco (TRSV), virus
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del jaspeado del tabaco (TEV) y virus del mosaico del

pepino (CMV).

Se encontrdé mayor presencia del (CMV), en cinco de
las muestras; y los demas virus se presentaron en menor

proporcién en el resto de las muestras.

Agarwal and Sinclair (1987a) mencionan que cerca
del 20 por ciento de los virus conocidos son transmitidos
por semilla, 'y que las pérdidas globales debido a
enfermedades en las plantas, se estima en un 12 por ciento

del potencial de produccidn.

Desde luego que las pruebas de patogenicidad nos
dan una seguridad acerca de los dafios que pueden causar 1los
hongos y bacterias aislados, pero debemos recordar que el

comportamiento de ellos, puede ser diferente en el campo.

Asimismo al apoyarnos en las pruebas de germinacidn
y vigor, confirmamos que la presencia de hongos y
pacterias, tienen un impacto a la baja en la germinacidén vy
vigor de la semilla. Como lo demuestra la prueba de Kendall
donde se encuentra alta significancia con respecto a vigor

y germinacidn.
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En el caso de las muestra 4 de chile ancho, se

comporta de forma similar que las muestras de chile

serrano.

En la muestra numero 5 hay tres semillas germinadas
sin vigor, pero no se puede decir que los hongos y las
bacterias sean 1los responsables; ya que en el caso de los
hongos presentan lo mismo que las demds muestras, y en el

caso de las bacterias a esta muestra no se le detecto la

bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

En el caso de los virus esta muestra fue una de las

que presentaron tres de los virus para los que se hicieron

las pruebas (CMV, TEV, Yy TRSV).

De cualquier forma se puede decir que los virus son
los causantes de la baja germinacidén; pero la opinidén de

los investigadores es que S€ debe a problemas fisioldgicos

de la semilla, ya due la muestra de pimiento morrdén

presenta problemas a este respecto.

De acuerdo a 1los antecedentes aqui expresados
acerca del manejo que los productores dan a la semilla que
utilizan para la siembra de sus almdcigos que los hongos

pacterias y virus pueden permanecer por largos periodos, Yy
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afectan tanto la emergencia como la germinacién de la

semilla y posteriormente la diseminacién de los mismos.

Deberan tener cuidado en la seleccién de las
fuentes de semillas, su certificacidén, y de ser posible la

utilizacion de variedades mejoradas para asegurar la

sanidad de sus cultivos.



CONCLUSIONES

De acuerdo a las diferentes metodologias se

obtuvieron las siguientes conclusiones:

Se determindé que la calidad fitosanitaria de la

semilla de chile no es apropiada para siembra de

almacigos.

Los patogenos detectados e identificados en la
semilla de chile de Ramos Arizpe, Coah. influyen

directamente en la calidad de la misma.



RESUMEN

Con la realizacién del presente trabajo se pretende
establecer que los problemas que tienen los productores de
chile de Ramos Arizpe, Coah. con enfermedades, desde el
establecimiento de los almacigos, hasta su desarrollo en el

campo, el origen de estas puede ser la semilla.

Después de colectar muestras de <chile entre 1los
productores del municipio de Ramos Arizpe, Coah.,

posteriormente en el Laboratorio de Parasitologia de la

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro se procedid a
realizar por medio de las diferentes metodologias
especificas para cada uno de los agentes previstos (hongos,

pacterias y virus), se les logrd detectar lo siguiente:

En el caso de los hongos por medio del papel secante y
congelamiento Yy placas de agar Fusarium solani, Alternaria
alternata, Aspergilus niger. Los ultimos dos hongos es bien

sabido que se encuentran presentes en el campo Yy COmO



hongos de almacén y Fusarium solani se sabe que puede dafar

la semilla desde el almacigo hasta el campo.

En el caso de pacterias, se tuvo especial atencidn en

la bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
causante de la mancha bacteriana en solanaceas y dque en

este caso se aislé de cinco de las muestras, utilizando el

medio Tween B (Mc Guire et al.,1986).

Se realizaron también las pruebas de patogenicidad

para hongos Y bacterias para confirmar la identificacién y

patogenicidad de hongos Y bacterias presentes en semillas.

La presencia de virus solo se detectd por medio de las

pruebas de ELISA a los virus del mosaico del tabaco (TMV),

virus de la mancha anular del tabaco (TRSV), wvirus del

jaspeado del tabaco (TEV) y el virus del mosaico del pepino

(CMV) . Algunos de 1los cuales estuvieron presentes con

mayor frecuencia en las muestras 4,5, y 6.

En el caso de la germinacién y el vigor se corrieron

las pruebas de germinacidén en papel humedo (tacos) y las de

vigor para Ssu observacidén en el laboratorio.
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La correlacién que hay entre hongos y bacterias aislados,

con respecto a la calidad de la semilla, se realizd por

medio de la prueba
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