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INTRODUCCION

México es el pais del mundo con la mayor variedad genética de Capsicum,
pero curiosamente no es el productor mas importante. En un estudio realizado por
la Universidad Autonoma de Chapingo y la Universidad Auténoma de Zacatecas,
las estadisticas de produccion de 1990 ubican a México en el sexto lugar de
produccion, después de China, Espafa, Turquia, Nigeria y la India. La baja
produccion de México, indica el mismo estudio, se debe principalmente a que casi
todas las regiones productoras de chile obtienen muy bajos rendimientos
comparados con los de Estados Unidos, que es el segundo pais productor en
América después de México. En 1990 los rendimientos de México fueron de 9 222
kg por hectarea, mientras que los de Estados Unidos sumaron casi 12 mil. Los
escasos rendimientos de chile en México se deben al bajo nivel de tecnologia y al
uso de cultivos criollos, que generalmente son susceptibles a plagas y
enfermedades. Los costos de producciéon asi como el precio del producto son muy
altos y hacen que éste no pueda competir con el de Estados Unidos y el de otros
paises que tienen menores precios. En China, por ejemplo, los precios del chile
son la mitad de los México. Esto ha propiciado que los comercializadores

mexicanos prefieran ahora importar chile.

El chile es la tercera hortaliza en importancia en México, precedida
unicamente por el tomate y la papa. Dicha importancia se origina porque el chile
ocupa el 15.34 % de la superficie cosechada entre las hortalizas y genera el 11.75

del volumen total.



En México durante el 2002 se sembraron 150,000 hectareas de chiles
picosos, en donde destacan los estados de Chihuahua, Zacatecas, Sinaloa y San
Luis Potosi Concentrando 80,000 hectareas de produccion que representan casi el
60 % del total de area con este cultivo, liderando tanto el ciclo otofo-invierno,
como primavera-verano. La superficie dedicada a los chiles verdes o serranos
representa un 47 % del total, los chiles secos ocupan un 32 %, mientras que las
producciones de jalapefio y pimiento, con mucha mayor presencia en los
mercados de exportacion representan aproximadamente un 20 % de la superficie

con este cultivo (Rodriguez, 2002).

Durante el 2002 en nuestro pais se sembraron 49,554 hectareas de chiles
secos (chile ancho, mulato, pasilla, cascabel y otros), destacando Zacatecas con
una superficie de 25,000 has. Mientras que en Nayarit se cultivaron 1507 has. De

chiles secos con una produccién de 1414 toneladas (Rodriguez, 2002).

La produccion de chile seco se comercializa en tres mercados: consumo directo,
Produccion de moles, produccion de salsas y colorantes, la produccion de 1a y
2a calidad se destina al consumo directo (alrededor del 50% de la produccion).
Los productores de chiles seco en el estado de Nayarit, se enfrentan a una
gran cantidad de problemas en la produccion de este cultivo, lo que hace que
tengan bajos rendimientos y no tengan un producto de alta calidad, entre la
problematica podemos mencionar: Falta de rotacion de cultivos, cosecha en época
de lluvia afectando el proceso de deshidratado, riego de baja eficiencia, Bajo nivel

tecnolégico en el cultivo de chile, produccion de plantulas en almacigos con



semillas contaminadas; ya que generalmente el productor siembra semillas que el
mismo colecto en cultivo del ciclo anterior, sin hacer una detallada seleccién de

estas semillas por esto el objetivo de este trabajo.

Objetivo
Es detectar e identificar los hongos y bacterias presentes en las muestras

de semilla chile de arbol y chile cascabel del estado de Nayarit.



REVISION DE LITERATURA
Factores que Determinan la Calidad de la Semilla

La capacidad de las semillas agricolas para germinar y producir una
plantula es el principal atributo a considerar para evaluar su calidad y potencial:
sin embargo, por las demas caracteristicas bioldgicas y fisicas de las semillas que
repercuten en su valor comercial, resulta indispensable considerar otros aspectos
importantes relacionados con su calidad, manejo y comercializacion. Entre éstos
estan, la pureza fisica y varietal, el vigor, el contenido de humedad de las

simientes y su condicion fitosanitaria (Moreno, 1996).

Bustamante (1982), menciona que la calidad de las semillas agricolas esta
dada por cuatro componentes que es: Componente genético, componente

fisiologico, caracteristicas fisicas y componente sanitario.
Componente genético

Se refiere a la calidad que obtiene e fitomejorador, es decir un material
genético de caracteristicas sobresalientes. La calidad genética viene determinada

por el genotipo de la variedad o hibrido.
Componente fisiolégico

Se refiere a la caracteristica de viabilidad de la semilla, a la alta capacidad

de germinacién y vigor para establecer nuevos individuos.



Caracteristicas fisicas

Son factores de calidad muy importantes que deben ser considerados, asi,
la pureza analitica nos indica el grado contaminacion fisica que existe, el peso de

la semilla es otro indicador.

Componente sanitario

Se refiere al hecho de que la semilla se encuentre libre de
microorganismos, ya que presenta una seria amenaza para la produccion de

semillas de alta calidad.

Los microorganismos que mas comunmente se encuentran e semillas son:
hongos, bacterias y virus; pueden encontrarse como contaminantes en diversas

formas.

Pruebas de Germinacion

La germinacion se define como la emergencia y desarrollo de aquellas
estructuras esenciales que provienen del embrion, y que manifiestan la capacidad
de la semilla para producir una planta normal bajo condiciones favorables

(Moreno, 1996).

Actualmente las pruebas de germinacion han sido aceptadas y se utilizan
universalmente para determinar la calidad fisiologica de un lote de semillas. La
prueba de germinacion se disefio para medir el maximo potencial de viabilidad de

las semillas, en una prueba de germinacién la semilla se coloca bajo condiciones



controladas muy precisas, consideradas como Optimas para la semilla que se esta

evaluando durante determinado periodo de tiempo (Sayers, 1982).

Moreno (1996), menciona que el objetivo de las pruebas de germinacion es
obtener informacion con respecto a la capacidad de las semillas, para producir
plantulas normales, Ademas permiten establecer comparaciones del poder

germinativo entre diferentes semillas de la misma especie.

Pruebas de Vigor

El vigor de las semillas agricolas ha sido por mucho tiempo tema de interés
entre los productores, ya que si bien la calidad esta principalmente determinada
por la germinacion y el establecimiento de las plantulas en el campo, éstas
dependen en gran medida del vigor de la semilla. De ahi el interés de evaluar esté
parametro mediante pruebas cuyos resultados estén altamente correlacionados
con el comportamiento de la semilla en el campo. Después de diferentes intentos
en 1977, el comité de pruebas de vigor de la ISTA, lo “definié como la suma total
de aquellas propiedades que determinan el nivel de actividad y comportamiento de
la semilla o lote de semilla durante la germinaciéon y emergencia de la plantula. Las
que se comportan bien se llaman semillas de alto vigor y las que se comportan

pobremente se denominan semillas de pobre vigor (Moreno, 1996).



Bustamante (1982), sefiala que los métodos que se siguen son pruebas de
laboratorio para distinguir semillas de diferentes niveles de vigor y proporcionar

informacion sobre el nivel de emergencia que se espera en el campo.

Moreno (1996), menciona que los factores que causan variabilidad de vigor
de las semillas son: genotipo, medio ambiente y nutricion de la planta, estado de
madurez en el momento de la cosecha, tamafno, peso y peso volumétrico, daio

fisico, deterioro y patdgenos.

También Moreno (1996), sefiala que los métodos para evaluar el vigor de

las semillas son:

1.- Desarrollo y evolucion de la plantula
1.- Prueba en fri (cold test)

3.- Prueba de conductividad eléctrica
4.- Prueba de envejecimiento acelerado
5.- Prueba de deterioro controlado

6.- Prueba de vigor con tetrazolio

7.- Prueba de la actividad de la descarboxilasa del acido glutamico.

Importancia de las Pruebas de Sanidad en Semillas

Moreno (1996), menciona que el objetivo de estas pruebas es determinar la

sanidad de una muestra de semilla y por consiguiente la del lote; la informacion



asi obtenida puede ser usada para comparar el valor de diferentes lotes de

semillas, ademas de que las pruebas son importantes por tres razones:

1.- El inoculo es portado en la semilla y puede dar lugar al desarrollo
progresivo de enfermedades en el campo y reducir el valor comercial del

cultivo

2.- Los lotes de semilla importados pueden introducir enfermedades en
nuevas regiones. Por lo tanto, es necesario realizarlas para satisfacer los

requerimientos cuarentenarios.

3.- Pueden elucidar la evaluacién de las plantulas y las causas de una
germinacion deficiente o del establecimiento en campo y por consiguiente

suplementar las pruebas de germinacion.

Neergaard (1979), menciona que los métodos de deteccion o pruebas de
sanidad que se realizan a los diferentes 6rganos vegetales es un estudio diferido a
la ausencia o presencia de organismos causantes de enfermedades como hongos,

bacterias y virus.

En muchas partes del mundo, las pruebas para enfermedades de semillas
forman parte integral de la inspeccion de rutina para calidad de semilla, sin
embargo las pruebas patolégicas no son tan importantes como las pruebas de

pureza y germinacion (Copeland y Mcdonald, 1985).



Los procedimientos de las pruebas de sanidad de semillas deben ser
efectuados por personal que haya tenido adiestramiento basico y algunos

requieren equipo especial (Fenwick, 1988).

Neergaard (1979) y Agarwal y Sinclair (1987 b) indican que los objetivos de

las pruebas de sanidad son los siguientes:
a).- Cuarentenas.

Las semillas para la coleccién de germoplasma traidos de diferentes zonas
agro climaticas, que se intercambian entre paises el material genético. Con este
intercambio es probable que se introduzca nuevos patdgenos o razas de
patdgenos nativas, las cuales pueden infectar cultivos locales. Las pruebas de
sanidad de semillas las hacen las oficinas internacionales de cuarentenas de
plantas, para peligro y riesgo de patégenos. Estas pruebas pueden ser complejas
porque las semillas frecuentemente se tratan en los paises exportadores antes de
exportar. Es dificil la deteccion de infeccibn por métodos convencionales en

semillas tratadas.
b).- Certificaciones.

La certificacion de muestras de semillas, relativamente libres de patégenos
es una garantia tan importante como un criterio para la alta calidad de semillas.
En el presente, la deteccion de solo algunos patdgenos es parte de los programas

de certificacion de semillas en muchos paises. Esto es debido en parte, a la falta
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de una correcta reglamentacion de la infeccion en semillas, en el desarrollo de

enfermedades o indisponibilidad de métodos de prueba rutinarios.
c).- Recomendaciones para el Tratamiento de Semillas.
Los resultados de una prueba presenta tres posibilidades:
1).- La semilla es conveniente para sembrarse sin tratamiento.

2).- Las semillas pueden ser usadas después, de acuerdo al tratamiento

prescrito.

3).- Las semillas seran inapropiadas para sembrar.

Patégenos Transmitidos por Semilla

Se dice que el patdgeno es transmitido por semilla cuando aquel es llevado
sobre o dentro de la semilla, penetrando sus tejidos, y permanece en ella en
estado de reposo; de modo que al sembrarla, la infeccion en la planta provendra

de la semilla infectada (Moreno, 1996).

Se tiene evidencia de que las semillas juegan un papel importante en la
diseminacion de las enfermedades de las plantas de un lugar a otro, y algunos
patdogenos pueden vivir por anos alojados con seguridad en o sobre la semilla

(Kreitlovk, 1982).

Una de las ramas de la Fitopatologia que en los ultimos afos a ido

adquiriendo mayor importancia es la patologia de semillas, sin embargo en México
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existen pocas investigaciones por los patdogenos transmitidos por semilla

(Salazar, 1992).

Cuatro grupos de organismos comunmente asociados con semillas originan
enfermedades, en orden de importancia son: hongos, bacterias, virus y nematodos
(Andersen y Leach, 1982), Aunque recientemente se determino también la

transmision de organismos tipo micoplasma (Coérdoba et. al, 1994)

Los organismos que causa enfermedades a las plantas pueden presentarse
dentro o fuera de la semilla o en cualquier etapa de desarrollo de el cultivo

(Salazar, 1992).

El uso de estas semillas puede provocar problemas como fallas en la
emergencia, ahogamiento y marchitez de las plantulas, asi como las

enfermedades foliares y de frutos (Navarrete et. al., 1992)

No obstante la semilla es infectada con menor frecuencia, que las partes
vegetativas de las plantas en algunos casos, ciertos patégenos son transmitidos a
través de la semilla en cantidad suficiente para causar problemas importantes es
por ello que debe de considerar la sanidad de la semilla dentro de las medidas
para reducir la poblacién inicial de los patdégenos lo que constituye un componente

importante en el manejo de enfermedades (Fry, 1982).
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Importancia de los Hongos Transmitidos por Semilla

Los hongos son los microorganismos que ocasionan mayor problema
durante el almacenamiento de granos y semillas, ya que consumen oxigeno del
aire y destruyen el alimento, produciendo bidxido de carbono, humedad y calor,

ademas de productos secundarios que pueden ser indeseables (Arias, 1981).

El éxito de los hongos como fitopatdgenos radica en varios hechos entre
ellos que producen gran cantidad de esporas, lo que significa gran potencial de
inoculo que es transportado facilmente por el viento, algunas por el agua de riego,
otras por las gotas de agua que salpican de planta a planta, otras mas por
implementos agricolas y, por supuesto por el hombre a través de las transacciones
comerciales con semillas infectadas y, desafortunadamente en ocasiones, en el
movimiento de semillas en los programas de investigacion, nacionales o

internacionales (Moreno 1996).

Aunque la mayoria de las especies de hongos aparentan estar ya
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 y
temperatura y que aparentemente no se adaptan a otras condiciones (Moreno,

1996).

Los hongos que se encuentran en las semillas pueden ser clasificados

como hongos de campo y hongos de almacén (Zamora y Moreno, 1978).
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Hongos de Campo

Estos hongos afectan a las plantas en el campo y detienen su desarrollo en
el momento en que las semillas alcanzan su madurez fisiolégica (maximo peso
seco) y empiezan a perder agua. Cuando estan listas para ser cosechadas,
cuando el contenido de humedad de las semillas es inferior al equilibrio con una
humedad relativa al 90 %, estos hongos entran en un estado de latencia, y asi
permanecen durante el almacenamiento de la semilla, siendo activados por la

humedad del suelo en el momento de la germinacion ( Moreno, 1996).

Los hongos de campo requieren contenidos de humedad entre 25 y 30 %,
que son comunes en el campo pero no en el almacén. Entre los hongos de campo
que comunmente invaden a las semillas se pueden citar los géneros: Alternaria,

Clamidosporium, Fusarium, y Helminthosporium (Zamora y Moreno, 1978).

Hongos de Almacén

Los hongos de almacén son principalmente especies de los géneros:
Aspergillus y Penicillium, se les llamo asi porque la mayoria de ellos no invaden en
forma significativa a la semilla antes de su cosecha. Su caracteristica principal es
la capacidad de crecer en condiciones de baja humedad, estos hongos pueden
crecer en un amplio rango de temperatura; especies de Penicillium crecen de 5 a
40° C, y las de Aspergillus de 0 a 55° C, causan en ennegrecimiento de los

embriones (Moreno, 1996).
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Daios por Hongos Portados en las Semillas

Los hongos que se alojan en las semillas causan diferentes dafos; si la
infeccion es muy severa, el dano puede ocasionar la muerte del embridén, como es
el caso de especies de Fusarium que causan pudriciones en mazorca de maiz;
otro ejemplo es Colletotrichum lindemuthianum, en frijol. Con infecciones leves, las
semillas no pierden su poder germinativo; sin embargo, si puede verse afectado el
vigor. Por lo tanto, si llegan a germinar, son portadoras directas de los patégenos;
lo cual tendra un efecto determinante en el desarrollo de las enfermedades que
son capaces de causar, en condiciones propicias para el patégeno. Otro efecto
importante de la invasion de estos hongos sobre las semillas, como ya se senald,
es la reduccién de su vigor, y por lo tanto el aumento de su predisposicion para ser
afectadas por los demas patégenos que se encuentran en la semilla y en el suelo

(Moreno, 1996).

Dentro de los diversos factores que afectan el vigor de la semilla se incluye
la actividad de los hongos los cuales de acuerdo con Rosas (1991), pueden

afectar la calidad de la semilla de tres formas:

1.- Atacan los cultivos en el campo durante el desarrollo de la semilla.

2.- Afectan la fisiologia y las caracteristicas fisicas y quimicas de la semilla

3.- Afectando directamente las plantulas durante su establecimiento

Algunos hongos que son parasitos débiles manchan la semilla

disminuyendo su valor comercial. Otros provocan el aborto de la semilla o
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sustituyen érganos florales al desarrollar fructificaciones u otras estructuras del
hongo. En ocasiones la de los hongos causa un pobre desarrollo de la semilla la

cual queda enjuta y de menor tamafio (Navarrete, 1995).

Muchos hongos no causan problemas a las semillas ni a las plantulas
durante su germinacién y emergencia, pero son capaces de causar el desarrollo
de enfermedades foliares, del tallo o de los frutos que reducen la cantidad y

calidad de las cosechas (Moreno, 1996).

Hongos que se Transmiten por Semilla de Chile

Liang (1993), reporta un amplio rango y fuerte infestacion de patégenos de
semillas, menciona 34 hongos en semillas de chile perteneciente a 19 géneros los
cuales causan diferente dafios vy los dividen en: Decremento en germinacién de
12.1 a 96.6 % Aspergillus flavus, Fusarium equiseti, F. moniliforme, Fusarium
oxisporum, Fusarium solani, Phoma exigua. Plantas anormales y manchas

foliares: Fusarium moniliforme, Microthechium vericularia

McGee, et al.. (1981), senala hongos reportados en la patologia de semillas

de chile a Fusarium, Alternaria, Aspergillus, Penicillium.

Bhuiyan (1989), reporto en chile los siguientes hongos: Colletotrichum,

Curvularia, Alternaria, Fusarium.
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Pruebas para la Deteccion de Hongos en Semilla

Prueba de Agar

Esta es una de las pruebas mas comunes y una de las mas antiguas para la
identificaciéon de hongos fitopatdgenos en las semillas; el agar es un medio carbo-
hidratado preparado de algunas especies o extractos vegetales. La semilla se
pone en el medio desinfectandola previamente sumergiéndola en hipoclorito de
sodio al 3 %, esto para eliminar la contaminacién de la corteza de la semilla por
saprofitos. Después se pone en las cajas Petri con agar a incubar por un periodo
de 5 — 8 dias a una temperatura de 20- 252 C en este periodo de incubacién los
patdogenos de las semillas empiezan a desarrollar las estructuras para ser

identificados posteriormente (Neergaard, 1979; Copeland y Mcdonald, 1985).

Prueba de Papel Secante

Las pruebas de papel secante para hongos patdégenos son similares en
técnica, en las que la semillas son colocadas en laminas humedecidas de papel
secante o papel filtro incubadas bajo condiciones que promueven el crecimiento
de los hongos. El procedimiento consiste en la saturacion del papel con agua
estérii donde se colocan las semillas, evitando que toquen una con otra

(Neergaard, 1979)

Los principios basicos de este método es el de promover un alto nivel de
humedad relativa y una 6ptima luz y temperatura, necesarios para el desarrollo de

los patdgenos que sean portados en las semillas (Agarwal y Sinclair 1987a).
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Método Anatdomico

Este método consiste en sacar cortes delgados de las semillas los cuales
se colocan en un portaobjeto y se le pone encima un cubreobjeto, se realizan
observaciones al microscopio compuesto a diferentes aumentos. Otra forma de
realizar este método es empleando el micrétomo lo que permite tener cortes
delgados y en serie pudiendo localizar las zonas infectadas, ya que en algunas
ocasiones los patdgenos no se detectan por estar dentro de la semilla (Navarrete

1995).
Método de Toallas Enrolladas

Este método se emplea normalmente para detectar la tasa de germinacion
de semillas, al desarrollarse se pueden observar los sintomas causados por
patdbgenos presentes en las semillas. En las hojas de papel filtro humedo se
colocan las semillas en forma equidistantes y se cubren con otra hoja, se doblan
en la parte basal unos dos centimetros y luego se enrollan, se colocan en forma
vertical, se incuban durante siete dias para evaluar observando los sintomas en

plantulas y se obtiene el % de infeccion (Navarrete, 1995).
Pruebas de Sintomas de Plantulas

Agarwal y Sinclair (1987 a ), menciona que este método se debe de realizar
cultivando las plantulas bajo condiciones controladas que le permitan desarrollar

sintomas debido a la infeccion en semilla. Se puede predecir la funcidén en campo
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y estimar el numero de infecciones por unidad de area en relacion con la

enfermedad de las plantulas.

Prueba de Semillas Lavadas

Esta técnica se usa para deteccion de hongos acarreados en la superficie
de las semillas. EI método provee resultados rapados aunque no tienen una
amplia aplicacion, un numero fijo de semillas se colocan en frascos conteniendo
detergente y suficiente agua para remojar, entonces el frasco se coloca en un
agitador de 5 a 10 minutos; el proceso se repite si es necesario; la suspension se
centrifuga de 2500 a 3000 rpm de 10 a 15 minutos la pildora se resuspende en
agua y se examina bajo microscopio, este método revela la ausencia o presencia
de esporas en la superficie de la semilla pero no en la vialidad (Agarwal y Sinclair,

1987 a).

Examen Visual de Semilla

McGee (1981), cita el examen visual de la semilla, donde la semilla es
examinada con o sin microscopio, por signos y sintomas de patdégenos en las
semillas, acompafiadas de sus estructuras. Las ventajas de este método son que
la prueba es rapida, no requiere equipo especial, excepto del microscopio
estereoscoépico. Y la desventaja es que tiene baja sensibilidad, ya que solo se

detectan infecciones severas.
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Importancia de las Bacterias Transmitidas por Semilla

Las bacterias son portadas comunmente en las semillas, potencialmente

cualquier patégeno puede ser transmitido pos semilla (Calderén, 1986).

Las que permanecen en la superficie de la semilla pueden mantenerse
vivas por un periodo de tiempo limitado, quiza uno o dos afos, mientras que las
bacterias que estan en los tejidos internos de las semillas pueden mostrar una

sorprendente longevidad de hasta 24 afos (Neergaard, 1979).

Dano que Causan las Bacterias en Semilla de Chile

El efecto patogénico de las bacterias en las semillas puede ser derivado de

uno de los siguientes cuatro tipos de dafio.

Aborto de la semilla. La semilla puede detener totalmente su desarrollo, o

puede disminuir su tamafo lo que traeria problemas en la germinacion.

Pudricion de la semilla. La bacteria puede penetrar a la semilla y causarle

una pudricion.

Decoloracion de la semilla. La decoloracion de la superficie de la semilla

es producida por bacterias patogénicas.

Adelgazamiento de la semilla. Se una cantidad excesiva de bacterias en

la superficie asemejando una especie de barniz que cubre la semilla.
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Todo lo anterior de acuerdo al patégeno y a las diferentes condiciones
durante la maduracion de la semilla, uno o diferentes problemas pueden

presentarse. (Neergaard, 1979).

Bacterias que se transmiten por semilla de Chile

Bounorio y Strabato (1994), Menciona que una de las principales y mas
importantes enfermedades causadas por bacterias en el cultivo de chile y
transmitida por semilla es la mancha bacteriana, causada por Xanthomonas

campestris p. v. vesicatoria

Garcia (1988), reporta a Pseudomonas solanacearum como una

enfermedad importante en el cultivo del chile.

Castillo (1996), reporto a los géneros: Agrobacterium, Bacillus vy

Xanthomonas como bacterias presentes en semillas de chile.

Pruebas para Deteccion de Bacterias en Semillas

Observacion Visual de Semillas Secas

Observando las semillas secas ayudandose con la luz puede indicarse la
presencia de infeccion bacteriana. La desventaja de esté método es que la

presencia con menores sintomas no sean detectadas y esto ocasione problemas.
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Por otro lado tampoco detecta las infecciones bacterianas que se encuentran por

dentro de la semilla (Agarwal y Sinclair, 1987a ).
Prueba de Sintomatologia de Plantas

Neergaad (1979), indica que los métodos de papel secante y placas son
completamente artificiales; una aproximacion a estas pruebas e estableciendo
condiciones mas naturales al sembrar las semillas en suelo; bajo condiciones
estandar de temperatura y humedad, las semillas y plantulas afectadas pueden

desarrollar sintomas comparables con las que desarrollan en campo.
Aislamiento en Medio Agar

Este método es el mas aceptable para realizar pruebas como las requeridas
en el trabajo y ademas es barato, rapido y se cuenta con todo el material para
realizarlo, se ponen a desinfectar las semillas en hipoclorito de sodio al 3 %
durante 3 minutos para evitar contaminantes después se pasan a cajas petri llenas
con medio universal para el crecimiento de bacterias (Agar Nutritivo),
distribuyendo las semillas de manera uniforme para evitar contactos entre ellas y
observar un desarrollo individual de las bacterias, enseguida se ponen a incubar
en una estufa a 27 ° C durante 7 dias o hasta que se presenten las bacterias que

portan las semillas (Agarwal y Sinclair 1987 a )
Pruebas de Serologia

Las técnicas de serologia se basan en la reaccion antigeno y anticuerpo.

Estas técnicas pueden usarse para identificacidon positiva de bacterias, el antisuero
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se utiliza homogenizando semillas por pruebas de precipitacion en AN cuando los
antisueros y antigenos se presentan o ocurre un precipitado el agente no esta

presente( Copeland y Mcdonald, 1985 ).

Método del Bacteriéfago

Esta es similar a la prueba serolégica en que se usa una reaccion
especifica entre los organismos para la identificacion de organismos causales de
enfermedades. Los organismos bacterianos pueden detectarse usando un fago
especifico el cual se usa para homogenizar material de semilla en el AN. Si el
organismo bacterial esta presente una placa dura aparece debido al ataque de la

bacteria por el fago ( Copeland y Mcdonald, 1985 ).



MATERIALES Y METODOS

Los materiales a evaluar se trajeron del estado de Nayarit: la semilla de
chile cascabel se consiguié en el ejido de Felipe Carrillo puerto, municipio de
Compostela, ya que se les pidié una pequefia muestra de semilla a dos de los
principales productores de esa localidad, dichas semillas se cosecharon en el
ciclo primavera- verano del 2002 y se planeaba sembrarla en el mismo ciclo pero

del ano 2003.

La semilla de chile de arbol se consiguidé en el municipio de Rosamorada,
Nayarit, esta semilla se cosecho en el ciclo otofio- invierno del 2002 y se planeaba

sembrarla en el mismo ciclo pero del 2003.

Prueba de germinacién

La prueba de germinacion se llevo a cabo en el laboratorio de Analisis de
Calidad de Semillas, del Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, para esta prueba se utilizaron cajas petri de
vidrio con papel filtro humedo en donde se depositaron 100 semillas por caja en
forma equidistante para cada una de las repeticiones, haciéndose tres repeticiones
para cada una de los tipos de semilla, enseguida se etiquetaron con sus
respectivos datos para llevarla a la camara germinadora proporcionando una

temperatura constante de 25° C y periodos de 12 horas luz por 12 de oscuridad.
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Para la evaluacién se realizaron dos conteos uno a los 7 dias y otro a los catorce,

evaluandose semillas germinadas y no germinadas.

Prueba de Vigor

La prueba de vigor se realizo por el método de deterioro controlado, para
esta prueba se seleccionaron 300 semillas al azar por muestra, de las cuales se

hizo un analisis de humedad para posteriormente ajusta su humedad a un 20 %.

Cantidad de agua = 100 -CH inicial 1 X Peso de la muestra

que agregar (ml.) 100-CH requerido

en gramos

Una vez determinada la humedad faltante se depositaron en bolsas de
plastico agregando el agua necesaria para llevar la muestra a un contenido de
humedad del 20 %, sellando estas bolsas distribuyendo en la humedad sobre las
semillas, después se dejaron las semillas a una temperatura de 4 ° C durante 24
horas para que se homogenice la humedad sobre todas las semillas. Cumplidas
las 24horas las bolsas se colocaron sumergidas en agua en una camara a una
temperatura constante de 45 ° C durante 24 horas, después de este deterioro
provocado, se colocaron en papel filtro humedo dentro de las cajas Petri de vidrio
siguiendo la metodologia antes descrita para la prueba de germinacion, haciendo

los mismos conteos de plantulas germinadas y no germinadas.
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Detecciéon de Hongos

Para la deteccidon de hongos se utilizd la prueba de papel secante y

congelamiento ( Neegaard, 1979).

De cada muestra se tomaron 100 semillas al azar con 2 repeticiones, las
cuales se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 3 % durante 3
minutos, antes de colocarlas en las cajas petri con papel filtro humedecido con
agua estéril. Se colocaron 20 semillas en cada caja bien distribuidas, para evitar el
contacto entre ellas; después se sellaron con Kleen pack y se incubaron a una
temperatura de 252 durante 24 horas, seguido de un periodo de congelamiento de
24 horas a una temperatura de —18°C. Esto con el fin de inhibir la germinacién y
asi permitir el desarrollo fungoso mas abundante. Después de las 24 horas de
congelamiento se colocaron las cajas en la camara de incubacion de 4 a 7 dias a
una temperatura de 25° C, tiempo suficiente para que los hongos se desarrollen y

formen estructuras reproductivas.

Identificacion de los Hongos

Después de la apariciéon de los hongos se realizaron montas permanentes
de estos con lactofenol para su posterior identificacibn con el microscopio

compuesto con la ayuda de las claves de Barnett y Hunter (1987).
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Deteccion de Bacterias

La metodologia utilizada para la deteccion de bacterias consistié en utilizar
12 gramos de semilla por cada tipo de semilla (aprox. 5000 semillas) a las cuales
se agrego 3 ml. De un Buffer fosfato 0.05 M (1000 ml. De agua destilada estéril, 7
grs. De koHPOy4, 1.3 grs de KHyPOy4, 0.1 ml. de Tween 20 y ajustar el pH a 7.2),
por gramo de semilla y se incubo durante 12 horas a 42 C, acto seguido se obtuvo
el filtrado (separacion de la semilla y el Buffer), y se realizaron diluciones seriadas
a partir de la solucién madre, 10”, 102, 107, colocando 0.1 ml. De cada una de las
diluciones, con tres repeticiones en cajas Petri que contenian Agar Nutritivo y se
incubo a 272 C durante un lapso de tiempo de 4 a 7 dias, realizando inspecciones
diarias hasta obtener las unidades formadoras de colonias (UFC), que
presentaban caracteristicas de fitopatégenas, se registro el numero de UFC por

gramo de semilla para cada uno de los tipos.
Identificacion de Bacterias

Una vez que se desarrollaron las UFC, se aislaron cepas con caracteristicas de
bacterias fitopatdogenas, se purificaron en AN, enseguida se les practicé tincién de
Gram, se sembraron en medios diferencial , medios selectivos, se realizaron

pruebas bioquimicas y pruebas de patogenicidad.



RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de germinacién

Los resultados obtenidos en las pruebas de germinacion realizadas a los

dos tipos de semillas se muestran en los siguientes cuadros.

Cuadro 1. Resultados de la prueba de germinacion realizada a la semilla de chile
Cascabel
No. De Conteo del 11 de | Conteo del 14 de % de
repeticion junio junio Germinacién
R1 61 65 65
R2 49 55 55
R3 68 72 72
El % de
germinacion es
de 64

La semilla de chile de cascabel tubo una germinacién del 64 % la cual es

baja para esta especie de acuerdo a los parametros que marca el ISTA .

Cuadro 2. Resultados obtenidos de la prueba de germinacién realizada a las

semillas del chile de arbol (U.A.A.A.N. 2003)

No. De repeticion Conte_o dfal 11 de Conte_o dgl 14 de | % de germinacién
junio junio
R1 0 0 0
R2 0 0 0
R3 0 0 0
El % de

germinacion es 0
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La semilla de chile de arbol tubo una germinacion de 0 % ya que
posiblemente se haya visto afectada por un largo periodo de almacenamiento sin
estar bajo los requerimientos fitosanitarios y Fisicos que esta requiere para la

optima conservacion de su viabilidad

Prueba de vigor

Los resultados obtenidos en las pruebas de vigor realizadas a los dos tipos

de semillas se muestran en los siguientes cuadros:

Cuadro 3. Resultados obtenidos en la prueba de vigor realizada a las semillas de

chile cascabel (U.A.A.A.N. 2003)

No. De repeticion Contozo qel 9 de Contep dgl 13 de % de vigor
junio junio
R1 25 32 32
R2 41 46 46
R3 16 25 25
34.33

El en el resultado de la prueba de vigor de la semilla de chile cascabel se

vio una notable disminucién en comparaciéon al resultado de la prueba de
germinacion, ya que el resultado de esta prueba fue de 34.33 %, lo que nos indica

que esta semilla tiene un bajo vigor.
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Cuadro 4. Resultados obtenidos de la prueba de vigor realizada a las semillas del

chile de arbol (U.A.A.A.N. 2003)

No. De repeticion Conte_o C!el 9 de Conte_o dgl 13 de % de vigor
junio junio
R1 0 0 0
R2 0 0 0
R3 0 0 0

El % vigor es de 0

El resultado de la prueba de vigor fue de 0 % para la muestra de semilla de

chile de arbol, lo que indica que tiene la misma tendencia de la prueba de

germinacion, ya que pudo haber sido afectada durante el almacenamiento.

Deteccion de Hongos

Los resultados obtenidos en la prueba realizadas a las dos muestras de semillas

de chile para la deteccion de hongos es la siguiente:

Cuadro 5: Hongos detectados en las semillas de chile cascabel, asi como el

porcentaje de semillas que venian contaminadas (U.A.A.A.N, 2003)

Hongo Numero de semillas Porcentaje de semillas
afectadas afectadas
Alternaria sp. 74 37
Penicilium sp. 3 1.5
Pseudotorula sp. 2 1
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Los hongos detectados en la semillas de Chile fueron: Alternaria sp. que se

encontraba en 37 % de las semillas, Penicillium sp. en un 1.5 % y Pseudotorula

sp. con un 1% de incidencia.

Cuadro 6. Hongos detectados en la muestra de semillas de chile de arbol, asi

como el numero de semillas afectas y el porcentaje (U.A.A.A.N., 2003)

Hongo Numero de semillas Porcentaje de semillas
afectadas afectadas
Alternaria sp. 40 20
Penicillium sp. 2 1
Phoma sp. 2 1
Pythuim sp. 3 1.5

El cuadro 6 nos muestra que los hongos detectados en las semillas de

Chile de arbol, se presentaron con una baja incidencia, a excepcién de alternaria,

que se presento en un 20 % de las semillas, seguidas por Pythium con un 1.5 %

y por ultimo Peniciliumy Phoma con un 1 % de incidencia.




Deteccion de Bacterias
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El resultados obtenido de la prueba de deteccion de bacterias realizado a la

semilla de chile cascabel fue de dos colonias, con caracteristicas morfoldgicas de

fitopatdogenas, una colonia rosa y una amarilla. A continuacion se muestran las

pruebas realizadas para su identificacion, asi como sus resultados.

colonia | Tincion de Prueba de Catalasa Oxidasa Forma
Gram Ryu

Amarilla - + + + Bacilos

Rosa + - No se realizo | No se realizo Cocos

Colonia | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Patogenici-
en KB en CVP en DIM en YDC dad en papa

Amarilla - - - + -

Rosa No se realizo | No se realizo | No se realizo | No se realizo -

Colonia | Patogenicida | Hidrdlisis de Levana Oxidacion o | Hidrdlisis de

d zanahoria esculina fermentacion almidon
Amarilla - - - Oxidativa -
Rosa - No se realizo | No se realizo | No se realizo | No se realizo

De acuerdo a los resultados de las pruebas realizadas para la identificacion

de las colonias, las dos bacterias no pertenecen a ninguno de los géneros de
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bacterias fitopatogenas: en caso de la colonia Rosa, se descarto rapidamente, ya

que dio la tincién de Gram positiva y tiene forma de cocos por lo tanto no es

fitopatogena.

Mientras que la colonia de color amarilla tampoco es fitopatégena, ya que al

ser Gram (-), Crecer de color amarilla en YDC y ser oxidativa se sospechaba de

Xanthomonas, paro al realizar las pruebas para corroborar si era este género

(hidrdlisis de esculina, prueba de levana, hidrélisis de almidon y pudricion de

papa), dio todas negativas por lo tanto se descarto a éste género.

En la semillas de chile de arbol se detectaron dos colonias: una de color

rosa y la otra color crema a las cuales se les practicaron las siguientes pruebas

para su identificacion:

colonia Tincion de Prueba de Catalasa Oxidasa Forma
Gram Ryu
Crema - + - - Bacilos
Rosa + - No se realizo | No se realizo Cocos
Colonia | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento |Patogenicid-
en KB en CVP en DIM en YDC ad en papa
Crema - - - - -
Rosa No se realizo |No se realizo | No se realizo | No se realizo -




Colonia | Patogenicida | Crecimiento | Oxidacion o | Hipersensibili
zanahoria tetrazolio fermentacion | dad en tabaco

Crema - - Oxidativa -
Rosa - No se realizo | No se realizo | No se realizo
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La bacteria de color rosa se descarto rapidamente, ya que al ser Gram (+) y en

forma de cocos no es fitopatdégena.

De acuerdo a los resultados de las pruebas para identificar a la bacteria de

color crema, no pertenece a ninguno de los géneros de bacterias fitopatdgenas, ya

que al ser negativo su crecimiento en YDC, KB, DIM Y CVP se sospechaba de

Pseudomonas, pero se descart6 esta posibilidad al hacer las pruebas de

hipersensibilidad en tabaco y crecimiento en tetrazolio.



CONCLUSIONES

Los hongos detectados en la muestra de semillas de chile de arbol fueron
Alternaria sp, Penicillium sp., Phoma sp y Pythium sp. Mientras que en las
semillas de chile cascabel se detectd los hongos: Alternaria sp, Penicillium sp y

Pseudotorula sp.

En ninguna de las dos muestras de semillas a las que se les practico la
prueba de sanidad para detectar bacterias fitopatogenas se encontraron dichas

bacterias.



RECOMENDACIONES

Los productores que no tienen acceso a semillas certificadas de chile para
sSu siembra es necesario que realicen una seleccion muy detallada de su semilla,
ya que a simple vista se pueden detectar y eliminar semillas anormales (obscuras,
deshidratadas, forma irregular, etc.) las cuales les pueden acarrear en un futuro
problemas ya sean sanitarios o un cultivo con una densidad de poblacién mas baja

de lo deseado.

Para tener mayor seguridad de no tener problemas fitosanitarios causados

por la semilla es recomendable tratar a la semillas con un fungicida y bactericida

Es necesario también que se tenga mucho cuidado con las condiciones de
almacenamiento que se van a dar a la semilla, principalmente la temperatura y la
humedad que son factores que de no cuidarse en forma adecuada se podria tener

grandes perdidas de la semilla almacenada por patdogenos o deshidratacion.



RESUMEN

El chile es la tercera hortaliza en importancia en México, precedida
unicamente por el tomate y la papa. Dicha importancia se origina porque el chile
ocupa el 15.34 % de la superficie cosechada entre las hortalizas y genera el 11.75

del volumen total de produccién.

Los productores de chile seco en el estado de Nayarit, se enfrentan a una
gran cantidad de problemas en la produccion de este cultivo, lo que hace que
tengan bajos rendimientos y no tengan un producto de alta calidad, entre la
problematica podemos mencionar: falta de rotacién de cultivos, cosecha en época
de lluvia afectando el proceso de deshidratado, riego de baja eficiencia, bajo nivel
tecnolégico en el cultivo , produccion de plantulas en almacigos con semillas
contaminadas; ya que generalmente el productor siembra semillas que el mismo
colecta en el cultivo del ciclo anterior, sin hacer una detallada seleccién de estas

semillas.

El objetivo de este trabajo es detectar e identificar los hongos y bacterias
presentes en las muestras de semilla chile de arbol y chile cascabel traidas del
estado de Nayarit.

Para la deteccion de hongos se utilizo la prueba de papel secante y

congelamiento, mientras que la metodologia utilizada para la detecciéon de
bacterias consistidé en utilizar 12 gramos de semilla por cada muestra de semilla

(aprox. 5000 semillas) a las cuales se agrego 3 ml. de un buffer fosfato 0.05 M
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(1000 ml. de agua destilada estéril, 7 grs. De koHPOy4, 1.3grs de KH2POq4, 0.1 ml.
de Tween 20 y ajustar el pH a 7.2), por gramo de semilla y se incubo durante 12
horas a 4° C, acto seguido se obtuvo el filtrado (separaciéon de la semilla y el
Buffer), y se realizaron diluciones seriadas a partir de la solucion madre las cuales

se sembraron en AN.

Los hongos detectados en la muestra de semillas de chile de arbol fueron
Alternaria sp, Penicillium sp , Phoma sp. y Pythium sp. mientras que en las
semillas de chile cascabel se detectaron los hongos: Alternaria sp, Penicillium sp

y Pseudotorula sp.

En ninguna de las dos muestras de semillas a las que se les practico la
prueba de sanidad para detectar bacterias fitopatdgenas se encontraron dichas

bacterias.
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Hongos Detectados en la semilla de chile Cascabel

Phoma sp. Pythium sp.

Alternaria sp. Penicillium sp.
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Hongos Detectados en la Semilla de Chile Cascabel

Pseudotorula sp.

Penicillium sp.



