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1. INTRODUCCION



El chile (Capsicum sp.) es una solandcea de amplia distribucion en América. Se considera

a Pert, Bolivia y Brasil como su centro de origen (Hurres y Caraballo, 1988).

La especie C. annuum se considera originaria de México por la gran diversidad que se
tiene ademas ha formado parte fundamental en la cultura mexicana desde los inicios del
Imperio Mexica Como antecedentes se tienen reportados restos arqueologicos encontrados
en el Valle de Tehuacan, Puebla que datan de 7,000 y 5000 A.C. con lo cual se ha
especulado que el chile pudo haber sido el primer cultivo domesticado en Mesoamérica y

se puede afirmar que fue el condimento obligatorio para la comida mexica (Long, 1984).

Las culturas prehispanicas elaboraron una coleccion importante de cddices; sin embargo, la
mayoria fueron destruidos. De los 500 cddices existentes en el mundo, sélo 16 ejemplares
fueron pintados en la época prehispanica y el resto fueron reconstruidos después de la
conquista; ahi se describe que el chile fue un importante objeto de tributo. Este producto se
consignaba en diferentes formas, en grano o por cargas, fanegas, fardos, cestos, cajetes,
tenates, chiquihuites, veneguenes, petates de dos arrobas y a demads, por sementeras. En el
Coédice Mendocino se describe la relacion del chile con la vida cotidiana de los mexicas,
como una forma de castigo familiar, por ejemplo, un padre castiga a su hijo de once aios, al
hacerlo respirar el humo de la fogata donde se habian arrojado chiles secos, una madre
amenazaba a su hija de seis afios con el mismo castigo (Long , 1984). En la actualidad

forma parte de nuestra identidad.



En México el chile, ha adquirido gran importancia econdmica y social por su gran
rentabilidad y demanda del producto a nivel nacional e internacional, obligando con esto
incrementar las areas de cultivo (Pozo, 1983). Esta hortaliza ocupa el segundo lugar en
superficie sembrada en México con 116, 689 ha (SAGAR, 1996), la ventaja de esto es que
ha originado mas empleos en el campo y ha generado divisas a nuestro pais. La demanda
y la exigencia de los mercados internacionales también han obligado a que ciertas zonas
productoras sé tecnifiquen como es el caso de los estados de Sinaloa y Sonora que

exportan su produccion a diversas partes del mundo (Laborde y Pozo, 1984).

La semilla de chile juega un papel importante en la propagacion de este cultivo, pero
ademads sirve como vehiculo de transporte para diversos organismos que pueden ir dentro
de la semilla o sobre ella. Los hongos que se transmiten por semilla sobreviven como
esporas o estructuras de resistencia. Los que se alojan internamente producen plantas
infectadas frecuentemente. Sin embargo, los hongos que estan sobre la semilla se
consideran relativamente poco importantes en la dispersion de enfermedades (Neergaard,
1977). Estas formas de dispersion pueden constituir un mecanismo mediante el cual un
agente patogeno puede ser introducido en una zona donde originalmente no existia

(Warham, et al. 1970).

La implementacion de areas de cultivo ha implicado la movilizacion de semillas entre las
diferentes zonas productoras y las nuevas areas de cultivo. La busqueda de nuevos
materiales que expresen la maxima produccion es un factor de introduccion de semilla. En
los ultimos dos ciclos de produccion se ha observado que las plantas de chile presentan

sintomas y signos de hongos nunca antes vistos tales como: amarillamientos irregulares de



ramas en la misma planta, marchitez con amarillamiento, defoliaciéon de hojas,
necrozamiento del pedinculo del fruto, pudricion del fruto adherido a la planta, frutos que
no maduran uniformemente, aborto de flores y frutos, pudricion de raiz, pudricioén de raiz
con desprendimiento de cuticula, todo esto ha ocasionado pérdidas considerables
principalmente en los estados de Zacatecas, Guanajuato Puebla y Chiapas. También se
pudo observar que los productores producen su semilla descuidando los aspectos

fitosanitarios al realizar la seleccion de este para el siguiente ciclo agricola.

En los ultimos afios, los estados productores de chile en México han sufrido serios
problemas de enfermedades causadas por hongos; a tal grado que areas completas han
desaparecido y los productores han incursionado en nuevas areas. Este caso se presentd en
la parte central de Guanajuato y Aguascalientes, donde se abandoné el cultivo y los
productores se desplazaron hacia la parte norte de Guanajuato, Zacatecas, Durango y San
Luis Potosi. Sin embargo, al paso del tiempo los problemas con enfermedades fungosas se
incrementaron incluso en regiones consideradas como areas de cultivo nuevas, la Mesa
Central, Golfo de México y Costa del Pacifico, debido al libre movimiento de semillas y

plantulas infectadas a las demés regiones (Pozo, 1983).

En Ontario Canada, el chile dulce se produce en invernaderos a través de la técnica de
hidroponia teniéndose los mas estrictos cuidados de asepsia. El suelo es esterilizado para
eliminar algun posible patdgeno, ademas se emplean fungicidas para reforzar las medidas
de seguridad. En 1990 en un invernadero se tuvieron pérdidas del 50%, estas plantas
presentaron sintomas de pudricién de tallo y frutos. Se identific6 como agente causal a

Nectria haematococa (Telemorfo de Fusarium solani). En los frutos que presentaron esta



pudricién se encontré que las semillas también estaban infectadas(Jarvis ef al 1994). Este
mismo caso sucedié en 1991 en el Reino Unido con las mismas caracteristicas solo que de

aqui se aislo de manera directa a Fusarium solani (Fletcher 1994)

Por los problemas presentados a nivel nacional y en otro lugares de mundo se plantearon

los siguientes objetivos.

2. OBJETIVOS
1. Determinar el efecto que tienen los hongos en la germinacion de la semilla de
chile.

2- Probar la patogenicidad de los hongos involucrados con la semilla de chile

3. Caracterizar e identificar a los hongos fitopatdgenos.

3. HIPOTESIS



Los hongos fitopatogenos estan afectando de manera directa la germinacion de la semilla

de chile.



5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizé en el invernadero y laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma

Agraria “Antonio Narro”

5. 1 Muestreo

El muestreo de la semilla fue completamente al azar en los lotes de semillas de los

productores en las localidades de Calera y Fresnillo Zac.

5.1.1. Seleccion de semillas

Las semillas fueron seleccionas a través de la técnica de flotacion; la cual consistid en

adicionar 400 ml de agua destilada en un vaso de precipitado de 500 ml donde se

adicionaron las semilla. Se elimin6 la semilla flotante y la que se precipit6 se saco a la

sombra por 72 horas para tenerlas listas en las pruebas posteriores.

5. 2. Prueba de viabilidad

La viabilidad se baso para su desarrollo en las reglas internacionales para evaluacion de

semilla (ISTA, 1985) y lo establecido por la Organizacion de las Naciones Unidas para la



Agricultura y la Alimentacion (FAO, 1961). Se utilizé el cloruro de tetrazolio al 0.01%
para evaluar la viabilidad. Se evaluaron 200 semillas en cinco repeticiones de 40 semillas y
un testigo, que fue material proporcionado por la casa comercial de semilla Petoseed (chile

ancho San Luis), donde la etiqueta sefialaba que tenia un 98% de germinacion.

5. 2.1 Acondicionamiento de la semilla

La semilla fue colocada en agua destilada por 12 horas para su reblandecimiento para luego
proceder a la escarificacion; esta consistié en partir la semilla de forma longitudinal

poniendo al descubierto el embriéon y un cotiledon.

5. 2.2. Exposicion al Tetrazolio

Se  prepar6 la solucion del Cloruro de Tetrazolio a una concentracion de 0.01% las
semillas escarificadas se colocaron en vasos de precipitado de 50 ml y se adiciono la
solucion hasta cubrir la semilla, en seguida se incubo a una temperatura de 35°C por ocho
horas para luego realizar las evaluaciones de acuerdo a las Reglas Internacionales (ISTA,
1985). El criterio para determinar si una semilla es viable o no fue el siguiente finalizada
la prueba: el embrion que presenta alguna parte no tefiida por la sustancia es considerada
semilla no viable, por el contrario si el embrion se presenta tefiido de color rojo junto con
el cotiledon se considera como semilla viable; para facilitar la observacion se usé el

microscopio estereoscopico.



5. 3. Prueba de germinacién

El tamafio de muestra, distribucion de la semillas, asi como el uso del testigo, fue la citada
anteriormente. Esta prueba se llevo a cabo in vitro utilizando el medio de cultivo harina de
maiz-agar con antibioticos: ampicilina, rifamicina y pimaricina (Massago et al 1977; Tsao
y Guy, 1977). Este medio se empled por que se hicieron ensayos previos que dieron
excelentes resultados como: permitir se lleve acabo primero la germinacion y luego da
paso al desarrollo de hongos en semilla, ademas, el lento crecimiento de los hongos
permiti6 evaluar la germinacion y la sanidad. Este medio de cultivo fue empleado como

medio especifico de Phytophthora capsici (Massago et al 1977 ; Tsao y Guy, 1977).

5. 3.1. Desinfestacion de la semilla

Las semillas se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1% por un minuto posteriormente
se enjuagaron tres veces en agua destilada esterilizada para la eliminacion del resto de la
sustancia, se colocaron sobre papel secante esterilizado para el secado. Todo el proceso se

llevo acabo en condiciones de asepsia.

5. 3.2. Siembra

Las semillas desinfectadas se colocaron en cajas Petri de 12 cm de diametro con medio de
cultivo Harina de Maiz Agar con antibiotico (Massago et al 1977; Tsao y Guy, 1977) y se
sellaron con parafilm guarddandose en la cadmara de incubacion a una temperatura de 28°C.

La germinacion se evalu6 de los cinco a los 15 dias después de la siembra.



5. 4. Sanidad de la semilla

La sanidad de la semilla se determind conjuntamente con la prueba de germinaciéon. La

evaluacion inicio a los siete y finalizo 15 dias después de la siembra, enumerando las

colonias de hongos que crecieron en la semilla.

5. 4.1. Aislamiento de hongos

Las colonias de hongos que se presentaron en la semilla se aislaron en medio de cultivo

Papa Dextrosa Agar (PDA) para su crecimiento.

5. 4.2. Purificacion de las cepas de hongos

5.4.2.1. Punta de hifa

Las colonias de hongos que no produjeron conidios y solo micelio se pasaron a medio de
cultivo Agua-Agar (AA), se incubaron a 28 °C por 24 horas y con ayuda del microscopio
estereoscopico se ubicaron cuatro puntas de hifa aisladas, estas se cortaron con una

espatula muy pequeia, se extrajeron y se pasaron a medio de cultivo PDA.



5. 4.2.2. Cultivos monosporicos

El método se empled en los cultivos que produjeron conidios. El proceso se hizo de la
siguiente manera: a la caja Petri con el hongo se le adicionaron 10 ml de agua destilada
esterilizada y con ayuda de una espatula de goma se removieron los conidios,
posteriormente con una pipeta Pasteur se tomaron 2 ml de la solucién y se diluy6 en 8 ml
de agua destilada estéril, de estos se tomo una gota y se colocd en un porta objeto
escabado y se observé al microscopio (10x). Con la técnica de diluciones se determinéd la
concentracion, tomado una alicuota hasta tener de 5 a 10 conidios después se procedio a
tomar una gota y distribuirla en el medio de cultivo. Finalmente se incub6 a 28°C por 12
horas y con ayuda del microscopio estereoscopio se localizaron las colonias aisladas y se

escogieron cuatro colonias de cada cepa.

A partir de estas dos técnicas se logré tener las cepas puras para luego determinar la

patogenicidad de cada una de ellas.

5. 5. Prueba de Patogenicidad

A los hongos seleccionados se les determind la patogenicidad a través de dos técnicas.

5. 5.1. Inoculacién en plantula

Para esta técnica se utilizd como sustrato el medio de cultivo harina de maiz - Agar con

antibiotico (Massago et al 1977; Tsao y Guy, 1977). Se pusieron tres semillas por caja



Petri a germinar, cuando las plantulas tenian cinco dias de edad se inocularon con una
solucion de propagulos del hongo, esto se hizo con cada una de las cepas. Se incubaron
con luz por tres dias para luego proceder con la evaluacion, esta se determind en base a los

sintomas que presentaron las plantulas.

5. 5.2. Inoculacion en hoja

En esta técnica se considerd el principio de cdmara humeda, donde se coloco de papel
filtro en el fondo de una caja de Petri, luego se colocaron 3 varillas de vidrio sobre esta
una malla de plastico y se adicion6 5 ml de agua destilada esterilizada para humedecer el
papel y se colocaron las hojas de chile sobre las cuales se inocularon discos de medio de
cultivo con micelio del hongo de 4 mm de diametro, las cajas se taparon. Se hicieron tres
repeticiones de cada cepa y un testigo inoculado con un disco de medio de cultivo sin
hongo. La evaluacion se realizd entre los siete y 14 dias en la cual se consider6 patogénico

si presentaba sintomas y signos.

5. 6. ldentificacion y Caracterizacion

Una vez que se determind la patogenicidad de cada uno de las cepas se procedid a la
caracterizacion e identificacién de todas las cepas que se sembraron en PDA para su
crecimiento, posteriormente se utilizaron segin las claves de Boot 1987 para Ia

identificacion.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Cosecha y trilla de la semilla

Los frutos se cosechan cuando estdn maduros de color rojo, la semilla extraida de
frutos inmaduros puede tener una germinacion inferior al 10 %. Los frutos se
cortan, se trituran o se maceran en maquinas similares a las utilizadas en tomate.
La semilla se separa de la pulpa y de las pieles por lavado en un tamiz rotatorio.
No se practica la fermentacion. La semilla se lava y seca al sol en bandejas con
fondo de tela metalica, puede secarse artificialmente como la semilla de tomate.
Se almacena hasta por dos afios si se maneja con los cuidados necesarios. En
los tropicos puede almacenarse en recipientes metalicos con un contenido de
humedad entre 8-10 %. El rendimiento medio de semilla es de 25-50 Kg/Ha.

(Montes y Martinez 1990)

Pozo, (1983) mencioné que debido a la escasez de la semilla para siembra, el
mercado sugiere que se obtenga de la siguiente manera: antes de realizar el
primer corte se deben marcar las mejores plantas, que deberan reunir buenas
caracteristicas agrondmicas como vigor, precocidad, frutos de buena calidad,
abundancia de frutos y altura media. Una vez que los frutos estén rojos, se cortan
aquéllos que no presenten sintomas de enfermedades. De esta manera se
obtiene semilla para siembra, que se desinfecta con 850 gramos de Tiram por
kilogramo de semilla y posteriormente se almacena en un lugar fresco y seco.

(Pinto, 1969)



4.2 La germinacion en la semilla de chile

La germinacidn es la emergencia y desarrollo de aquellas estructuras esenciales
que provienen del embridon y que manifiestan la capacidad de la semilla para
producir una planta normal bajo condiciones favorables. La pruebas de
germinacién nos dan informacién con respecto a la capacidad de las semillas para
producir plantulas normales. Ademas, estas pruebas permiten hacer
comparaciones del poder germinativo entre diferentes lotes de semilla de la misma

especie. (Arcos, et al 1998)

Las semillas viables no siempre germinan cuando se exponen a las condiciones
Optimas para su germinacién. Tales semillas tienen un periodo persistente de

descanso (Jimenez, et al 1987).

Para que se lleve acabo la germinacion de las semillas es necesario lo siguiente:
a) La semilla debe ser viable, es decir, tener embridn vivo y capaz de crecer, b)
No deben existir barreras fisicas, quimicas o fisioldégicas para la germinacién y c)
La semilla debe estar expuesta a las condiciones ambientales apropiadas:
disponibilidad de agua, temperatura adecuada, provision de oxigeno y en

ocasiones luz. (Bustamante, 1997).

4.3 Enfermedades en almacigo



En 1983, Pozo mencioné que para la region de Guanajuato, la enfermedad mas
importante que se presentd en almacigo fue el ahogamiento o marchitamiento de
las plantas, causado por un hongo del género Pythium. Gran parte del dafo se
presentd antes de la emergencia de las plantas; sin embargo, la semilla también
pudo estar infectada (se vuelve suave y pierde su poder germinativo), o bien esto
puede ocurrir después de la germinacion, lo cual impide el brote de la planta. El
ataque se presentd en el cuello del tallo a la altura del nivel del suelo y se
observd una lesidén que lo rodea, que es el estrangulamiento caracteristico de la

enfermedad.

En algunos casos, se puede presentar la enfermedad llamada tizén temprano,
causado por el hongo Alternaria solani Sorauer que produce una lesion café
oscuro alrededor del tallo y llega a marchitar las plantulas (Brauer y Richardson,

1957).

4.4. Efecto de los hongos en la semilla

El impacto directo de los hongos sobre las semillas es muy considerable. En la
maduracién de la misma se reduce la produccién de semillas de calidad, otros
hongos saprofitos y varios parasitos débiles pueden bajar la calidad al causar
decoloracion. Los fitopatégenos producen diferentes enfermedades como: aborto
de la semilla, reduccion del tamafio (semilla chupada), pudricién, esclerotizacion 6

estromatizacién necrosis, decoloracién etc.; lo que lleva a una reduccion 6



eliminacién de la capacidad de germinacion asi como alteraciones fisiolégicas en

la semilla (Neergaard, 1977).

Aborto de semilla. Existen ejemplos de hongos que son capaces de provocar el

aborto de semillas, principalmente en cereales y pastos cuando el hongo afecta de
forma sistémica (como el ergot ), en este caso los o6rganos florales son
remplazados por la fructificacion de los hongos parasitos. Ciertos hongos
parasitos, son patéogenos de flores y estructuras jovenes de la semilla, pero la
pérdida de su patogenicidad ocurre cuando la semilla esta a punto de madurar;
otros hongos de este grupo afectan a la semilla madura y pueden ser de menor
o de ninguna importancia en los primeros estados de desarrollo de Drechslera
sorokiniana. Los hongos pueden tener poca o ninguna preferencia; algunos
hongos fitopatogenos causan el deterioro en los évulos y primordio de la semilla,

estos reducen cuantitativamente la produccion de semilla (Neergaard, 1977)

Reduccion de tamano de semilla (semilla chupada). Se da principalmente cuando

existe la remocion de semillas de los frutos cuando aun no alcanza su madurez y
se ve afectada de manera severa por hongos (Alternaria brassisicola (Schwein) y

Phoma lingam (Tode:Fr) Desmaz en cruciferas) .

Reduccion de la produccion de semilla. Es resultado del pobre desarrollo de la

semilla causado por muchos hongos, los cuales no necesariamente son
trasmitidos por semilla. Los patdégenos que atacan al follaje afectan directamente

a la fotosintesis lo cual es un factor adverso para el desarrollo de la semilla, un



ejemplo importante es el enegrecimiento de los tallos causado por la roya Puccinia
graminis Pers. Otros hongos que producen royas en cereales, zacates y otros
cultivos asi como el mildiu Peronospora destructor (Berk.) en cebolla y Verticillum
albo-atrum Reinke & Berthier en la semilla de girasol reducen el contenido de

aceite (Neergaard, 1977).

Pudricion de semilla. Varios de los hongos que afectan a la semilla ocasionan

pudricién en las mismas, esto sucede durante la formacion de la semilla en la
planta y durante la germinacion como ejemplo tenemos a Fusarium en cerales
incluyendo a F. avenaceum (Corda:Fr) , F. culmorum (W.G. Sm.), F. moniliforme
Sheldon,, F. nivale (Fr.) Ces. con un amplio rango de hospedantes (Neergaard,

1977).



4.4. 1 Antracnosis en la semilla de chile

La muerte del pedicelo puede ser ocasionada por Colletrotrichum capsici Syd.Bult. Los
primeros reportes del este hongo afectando a la semilla de chile fueron en Madras, Bihar
Assam (Chowhary 1957), donde la enfermedad se presenté en tres faces I) ennegrecimiento
de las plantulas, o damping off.; Il) manchas en hojas, originadas en diferentes estados de
crecimiento. La infeccion se inicia en los peduinculos de los frutos, posteriormente continua
en las ramificaciones donde el avance es gradual, invadiendo completamente las ramas, las
ramas principales también son infectadas y el sintoma clasico es la muerte del pedtnculo.
Es mas evidente cuando la invasion es cercana al estado de floracién. lll) Los sintomas
presentan manchado y/o pudricién de los frutos rojos, una decoloracion, reduccion de la
calidad y la reduccién en la produccion. Chowdhary (1957) reporté que cerca del 12 a 32 %

de los frutos fueron afectados por C. capsici en Assam (Siddiqui, et al 1977).

Mriha y Siddique (1989) indicaron que los hongos causan pudricidon, no solo
afectan sino que reducen la calidad de los frutos y que pueden trasmitirse a través

de la semilla.

4.4. 2 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum (Schlench. emend) Snyd. & Hans. afecta directamente a
la semilla de chile, reduciendo el porcentaje de germinacion y crecimiento. Este
hongo se encuentra frecuentemente en los aislamientos de las semillas de chile.
Cuando el hongo se presenta en plantula provoca marchitamiento al momento del
transplante y cuando alcanza su desarrollo es muy comun encontrarlo en

pudriciones de fruto (Vidhyasekaran y Thiagarajan, 1981)



4. 4.3 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kihn es uno de los hongos comunes que causan el damping
off en plantulas, puede degradar o desintegrar la semilla. Los primeros reportes
que se tienen es que se encontré en las semillas de frijol, donde el micelio y
esclerocios fueron localizados en el pericarpio debido a que las vainas estuvieron

en contacto con el suelo (Kenneth ,1947).

Evidencias de que Rhizoctonia solani se transmite por semilla de chile (Capsicum frutescens L.)
fueron reportadas en el Sur de California (E.U.A.) en el periodo de 1936-45, donde mas de 500
acres de chile fueron afectados. Se detecto la presencia del hongo en la semillas, en los
invernaderos. En los meses de diciembre a marzo las pérdidas en la produccion de plantulas
fueron considerables. Los suelos fueron pasteurizados, lo cual redujo las pérdidas por damping off
en los semilleros comerciales pero a pesar de estas medidas se siguieron presentando muchas

plantulas enfermas por este hongo. (Baker, 1947)

4. 4. 4 Phytophthora capsici

Leonian (1922) indicé que cuando la infeccion esta confinada a la cubierta de la

semilla no interfiere en la germinacién de la misma.

En México Villapudua (1977) reportd que aparentemente el hongo se encuentra
en la semilla en forma de micelio, aunque se inoculen dos cepas compatibles del

hongo, si las condiciones ambientales y el contenido de humedad en la semilla, no



le son favorables no sobrevivira por mas de un mes, concluye que el micelio en las

semillas de chile no dura de una estacion de cultivo a otra.

4. 4. 5 Enfermedades del fruto

En estudios realizados por Datar (1995) se encontraron seis hongos que
causaban pudricion en fruto de chile (Capsicum annuum L.) estos fueron Altenaria
alternata, Aspergillus niger, Fusarium moniliforme (Gibberella fujikuori), Fusarium
solani, Dechslera australiensis (Cochliobolus australiensi) y Colletotrichum
capsici.. En la India la patogenicidad de estos hongos se probd en frutos a
diferentes temperaturas de 0 a 5 °C no produjo pudricion, de 10 a 25°C el dano
fue reducido y entre 20 a 30 °C hubo desarroll6 de hongos con capacidad de

podrir a los frutos.

4. 5 Deterioro de la semilla

Existen tres conceptos que caracterizan el deterioro de las semillas: a) el proceso

del deterioro es inevitable, b) el proceso del deterioro es irreversible y c) el

deterioro varia entre una poblacion de semillas a otra. Estos puntos se ven

reflejados directamente en la baja germinacion (McGee, 1998).

4. 6 Factores que afectan a la germinacion



En el proceso de reanudacion del crecimiento activo del embrion que se realiza en
la semilla viable puede ser afectada por diversos factores como |. La humedad de
la semilla superior al 14% va ocasionar el aumento de la respiracién causando
calentamiento y aceleracion del deterioro de la semilla y cuando el contenido de
humedad estd entre los 5 y 6% puede haber rompimiento de estructuras
membranosas de la célula del embrion. Il. Temperatura.- La curva de equilibrio
de humedad de las semillas es ligeramente influenciada por la temperatura, el
calentamiento va causar la reduccién del contenido de humedad y cuando baja la
temperatura hay formacion de cristales de hielo, los cuales causan trastornos en la
membrana y contribuyen el deterioro de la semilla. Ill. Factores genéticos. Algunas
semillas estan genética y quimicamente mas adaptadas para el almacenamiento
prolongado, la mayoria de las especies tienen testa dura y por lo tanto la cubierta
es impermeable lo que da mayor longevidad. Existen semillas de vida corta, las
diferentes especies pueden presentar caracteristicas quimicas similares en las
semillas, pero genéticamente diferentes, también se presenta entre variedades de
una misma especie |IV. Presencia de hongos. Cuando el proceso de infeccién
ocurre desde la fecundacion hay aborto de semillas durante la maduracién. Los
hongos de almacén, que causan deterioro ademas de formacion de metabolitos
téxicos que destruyen las células para su subsistencia saproéfita. V. Dafio
mecanico.- Las practicas de produccion de semilla desde cosecha hasta el manejo
de las mimas, siempre ocasionan dafio mecanico aunque el efecto de tal dafio en
la calidad de las semillas no se manifiesta inmediatamente, pero su longevidad se
reduce considerablemente. VI. Factores agrondmicos. Las practicas deficientes,

la maduracion de las semillas, temperatura, humedad del suelo, variedades,



estado de nutricion de la planta madre, también influye en la madurez de las

semillas, que a la vez influyen en el grado de almacenamiento (Bustamante 1997).

Otras de las causas de la pérdida de semilla en el pais son la reduccién de vigor y
viabilidad a nivel bioquimico que son dificiles de definir, ya que las semillas

muestran una gran diversidad de respuestas ante el deterioro (Vazquez 1990).

Uno de los cambios bioquimicos observados son las membranas internas
distorsionadas. Asi, la sintesis de ATP es menor que en las semillas testigo,
también es menor el consumo de oxigeno y la actividad respiratoria en genera1.
Es de esperarse que el nivel energético celular sea insuficiente para satisfacer las
necesidades de los procesos metabdlicos esenciales para la germinacion. 2. La
capacidad de sintesis de proteina cae hasta un 20% del nivel en las semillas. Las
causas de esta pérdida pueden ser varias, sobre todo considerando la variedad
de los factores protéicos que estan involucrados en la sintesis de proteinas. 3. La
sintesis de ARN de todos los tipos también se reduce, lo mismo que la capacidad
de procesar o modificar dichos ARN. La formacion de los polisomas a partir de
los ribosomas igualmente se afecta. 4. En general, las membranas celulares
pierden cohesion y se afecta tanto la permeabilidad como la actividad de las
enzimas adheridas a ellas. EI metabolismo general pudiera verse afectado por el

dafio a las mebranas (Vazquez, 1990).

4. 7 Viabilidad de la semilla de chile



La viabilidad se ha definido como la capacidad de germinacion bajo condiciones
adecuadas. Las semillas viables pueden o no germinar inmediatamente. Las
semillas con latencia son viables y requieren de tiempo o tratamiento especificos

para que estas puedan germinar (Vazquez 1990).

El ADN (acido desoxiribonucleico) debera entonces sufrir un proceso de
reparacion al principio de la germinacion, inmediatamente después de la entrada
de agua, para asegurar su funcionalidad. Se tienen evidencias de que dos
enzimas claves del mecanismo de reparacion del ADN, la ADN polimerasa y la
ADN ligasa, pierden actividad cuando las semillas se han deteriorado. La actividad
de ambas enzimas se recupera conforme la germinacién avanza; sin embargo,
podrian estar ausentes en momentos criticos cuando la expresion de algunos
genes es vital (Vazquez 1990).

La ruptura de ADN debe ser en principio un fendbmeno netamente aleatorio, con
rupturas en cualquier lugar y en cualquier célula. Algunas semillas habran
acumulado dafios en regiones criticas del ADN y no germinaran, mientras que

otras tendran mas suerte y podran subsistir al dano (Vazquez 1990).

4. 8 Prueba de viabilidad con tetrazolio

Esta prueba permite determinar en forma rapida la condicion biolégica de las
semillas en cuanto a viabilidad y vigor, lo cual es necesario en el comercio de las
semillas. Ademas es util para el analisis de semilla latente, asi como para

completar los datos obtenidos en una prueba de germinacién y diagndstico de las



causas del deterioro de las semillas. La prueba de tetrazolio debe llevar a cabo
solo con las semillas que no muestren signos de brote en los érganos germinales,
es decir que no hayan estado bajo condiciones adecuadas de humedad y
temperatura para iniciar su germinacién (Moreno, 1984)

Principio de la prueba de viabilidad con tetrazolio. Esta prueba se basa en la
reaccion bioquimica de ciertas enzimas de las células vivas con la sal del
tetrazolio, la cual consiste en la reduccion del tetrazolio, formandose un

compuesto rojo llamado formazan (Moreno 1984).

El color rojo se manifiesta en los tejidos del embrion y se debe a la reaccion del
hidrogeno en la respiracion de las células vivas con la solucién de tratrazolio
absorbida en los tejidos embrionarios. Los embriones sanos absorben lentamente
el tetrazolio y el color que se manifiesta es mas ligero que el color que se muestra

en embriones fracturados, viejos, helados o con otro tipo de dafo. (Moreno, 1984)

La actividad de esos sistemas enzimaticos decrece paralelamente con la viabilidad
de las semillas; por lo tanto, una coloraciéon rojo intensa es indicadora de la
presencia de células vivas del embridon. En cambio, la no coloracién o coloracién
rosa palido son indicadoras de la muerte o poca viabilidad de las células y dado
que el pigmento rojo que se forma es insoluble, no hay difusion del color rojo a las
otras células; por lo tanto, las zonas viables que toman color-rojizo, se delimitan de
las zonas muertas que mantienen su color original. Esto ha permitido llamar a esta
prueba topografica del tetrazolio. En diferentes especies de semilla se han

elaborado esquemas, basados en la prueba topogréfica sal tetrazolio que permite



evaluar la viabilidad de un determinado lote de semillas mediante la prueba de

una muestra representativa. (Moreno, 1984)

CONCLUSIONES

Los hongos fitopatdgenos no tienen efecto directo en la germinacion de la semilla de chile
Los hongos  Fusarium Solani(Mart) Saccl881 Fusarium equiseti (Corda)Saccl1886
Fusarium Oxysporum Schlecht se encuentran en la semilla de chile tipo mirasol . Estos son

capaces de producirle enfermedad.



RESUMEN

La introduccion de nuevas enfermedades en el cultivo de chile en una regién determinada
es una consecuencia de la movilizacioén de la semilla entre los productores. El objetivo de
este trabajo es determinar el efecto que tienen los hongos asociada a la semilla de chile
sobre la germinacion de esta, ademdas patdgenicidad de estos hongos asi como
caracterizarlos e identificarlos a nivel de especie. Se realizo un estudio en semillas
proveniente de las localidades de Calera y Fresnillo, Zac., Se evalu¢ la viabilidad, sanidad y
germinacion de la semilla, la patogenicidad de los hongos asociados a la semilla se
determino inoculando hojas y plantulas de chile. En la identificacion se considerd las
claves reportados por Both, 1977, Sneh, 1991 y Rotem, 1994. Los resultados de viabilidad
fue 96% , germinacion de 68% y sanidad de 28.5%, la comparacion con el testigo indica
que la viabilidad y germinacidon se comportan igual que este tratamiento. La sanidad
mostrd que no tiene influencia en la germinacién y/o viabilidad. Los hongos identificados

en la semilla no estan afectando de manera directa la germinacion. El 30.00 % de los



aislamientos de hongos resultd patogénico a nivel de hoja y plantula. Los hongos

patogénicos fueron: Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti

Los hongos asociados a la semilla de chile no afectan la germinacion de esta, pero

muestran patdgenicidad a nivel de hoja y plantala de chile.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

La semilla de los municipios de Calera y Fresnillo Zacatecas Se analizdo como una muestra

por tratarse del mismo material.

6.1 Viabilidad

Los resultados obtenidos de viabilidad en el andlisis de varianza, muestran que no hay
diferencia significativa entre la media del testigo al nivel de confianza «c=0.05. La prueba
de Tukey permiti6é visualizar estadisticamente que no hay diferencia entre los niveles
medios las muestras(Cuadrol). La prueba al llevarla acabo puede presentar problemas en
la interpretacion de resultados pues puede haber errores de interpretacion cuando hay
fracturas del embrion, dafios en el hipocotilo en el punto de insercion con los cotiledones o
dafios que comprenden puntos de crecimiento (Grabe 1996). Otros factores en que se

pueden incurrir son la exposicion continua al medio ambiente y la edad de la semilla



(Bustamente, 1997) de tal forma que esta prueba es una herramienta para conocer el estado

de la semilla.

6.2 Germinacién

La germinacion es una prueba mas contundente pero también tiene riesgos en este caso. A
los datos obtenidos se aplico el andlisis de Varianza. Tales resultados indican que existe
diferencia entre los tratamientos a un nivel de confianza «c=0.05. La comparacion de media
con el método de Tukey mostré que hay diferencia entre la muestra y el testigo este ultimo
obtuvo la tasa mas alta en germinacion(Cuadrol), aunque estadisticamente también existe
similaridad entre los tratamientos. El riesgo que se tiene cuando se germina semilla de
chile es la latencia, en otros trabajos con el genero Capsicum determinaron que un factor
limitante es la temperatura en que se lleva la germinacion. En investigaciones sobre
morfologia determinaron que este también es un factor que afecta a este fendmeno(Guizar,
1981), La presencia de Fusarium oxysporum en la semilla también es un elemento
limitante en la germinacidon(Vidhysekaran y Thiagajan, 1981)

Cuadro 1 Resultados de la prueba de Tukey correspondientes a viabilidad, germinacion y
sanidad

ZACATECAS TESTIGO
PRUEBA
VIABILIDAD 96.00 A 100.00 A
GERMINACION 68.50 A B  97.00 A

SANIDAD 28.50 A 0.50 B




SANIDAD 28.50 A 0.50 B

6.3 Sanidad

El andlisis de varianza con un nivel de significancia a un nivel de confianza «c=0.05 y la
prueba de Tukey se observa en el Cuadro 1 que existe diferencia significativa entre el
testigo. La muestra presento el indice mas alto de colonias de hongos comparado con le
testigo. La presencia de hongos como: Aspergillus sp, penicillum sp. Mucor sp. Rhizopus
sp. Geotrichum sp. Alternaria sp y Fusarium sp. Dhawale y Kodmelwar (1978) indican
que estos hongos son parte de la microflora de la semilla de chile sin embargo también

mencionan que la baja germinacion esta relacionada con la presencia de estos hongos.

Los resultados mostrados en el cuadro 1 de viabilidad, germinacion y sanidad muestran
que la germinacién y la viabilidad se comportan son estadisticamente iguales o con muy
poca diferencia y que la sanidad no esta influenciando en el comportamiento de estos. En
la grafica se puede observar existen casos como el punto 1 que la presencia de colonias no
afectd la germinacion, otro caso es el punto 5 donde la germinacion de la muestra de
Zacatecas es baja pero también el numero de colonias(Figura 1). Con esto se puede decir
que la presencia de los hongos en semillas viables no afecten de manera directa. El efecto
de los hongos en la semilla pudiera darse después de que se lleva acabo este fendémeno lo
que llevaria a determinar en que etapa fenologica de la plantula es cuando existe el dafio
por hongos.

Figura 1 Comportamiento de la viabilidad, germinacidon y sanidad en la semilla de chile tipo

mirasol de los municipios de Calera y Fresnillo Zacatecas.

6.3.1 Purificacion de aislamientos.

En el proceso de purificacion de las colonias de hongos se obtuvieron 52 aislamientos las

cuales se probd su patogenicidad mediante dos técnicas: Inoculaciéon en hojas de chile



mostrando gran eficiencia en la respuesta. Las cepas patogenicas fueron aquellas capaces
de invadir y causar sintomas. Los caracteristicas son la asociacion de necrosis y
crecimiento del micelio en la superficie de la hoja. El testigo no produjo ningun sintoma al

igual que algunos aislamientos.

Inoculacion el plantula. Es la forma mas eficiente y rapida para la determinacion de la
patogenicidad de los hongos. En la plantula el hongo encuentra todas las condiciones para
su crecimiento. La patogenicidad se expreso invadiendo completamente a la plantula y el
algunos cosos se observd como es capaz de producir estragulamiento en el tallito
(Damping off) en tanto le testigo creci6 de manera normal y los aislamientos no

patogenicos crecieron sobre le medio de cultivo sin dafar a la plantula.

Este proceso de pruebas de patogenicidad determind que las pruebas llevan al
cumplimiento del objetivo. De tal la forma que de los 52 aislamientos solo 30.00 %

resultaron fitopatdgenos.

6.4 ldentificacion

La caracterizacion fue el primer paso, En medio de cultivo harina de maiz se determiné el
color de los aislamientos, forma de crecimiento, posteriormente se hicieron preparaciones
microscopicas donde se determind las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas, basado en
las clave de identificacion (Booth, 1971) tomando todos criterios se identificaron a los

siguientes hongos:



6.4.1 Fusarium solani

La identificacién se realiz6 después de hacer la prueba de patogenicidad. Se
procedidé a la caracterizacion después de haber transcurrido siete dias a 28°C en
medio de cultivo Harina de Maiz Agar (HMA) donde se observo un color blanco
del micelio. EIl color cambié hasta los 30 dias en luz continua a un color café

palido.

La presencia de microconidios (Figura 2) fue muy abundante, las cuales son unicelulares
y algunas veces se presentan bicelulares. La longitud de estos conidios fue de 8.50 -
12.15p y ancho 2.43-3p..

El hongo produjo muy pocos macroconidios (Figura 2) cuando solo tenia siete dias de edad
después de este se forman los macroconidios, la célula apical del macroconidio termin6 en

forma reducida y redondeada y la célula de la parte basal fue en forma de pie.

La ramificacién de las fidlides (Figura 2) fue lateral, en general fueron muy largas
excepto cuando estas empezaron a desarrollar. Las dimensiones de tamano
fueron de 46.17 - 60.75 X 2.43 - 3u. Las fialides se adelgazan en la parte

terminal donde hay la produccion de conidios.

La presencia de clamidosporas fue muy evidente cuando el cultivo tenia mas de siete dias

de edad, estas se encontraron en la parte terminal, intercaladas y en cadena. Las



dimensiones variaron cuando lleg6 a fusionarse pero cuando se tomo el tamafio de

clamidosporas individuales las dimensiones fueron 8.5- 12.15 X 8.5-9.2p.

Estas caracteristicas concordaron con las que presenta Booth (1971) para la identificacion
de Fusarium solani (Mart.)Sacc. Las cepas patdogenas presentaron las caracteristicas antes
mencionadas fueron aislamientos de Fresnillo y Calera Zac(1, 3, 5,9, 11, 12y 14)

Figura 2. Fusarium solani a) Clamidosporas en cadena, b) Clamidospora terminal,
¢) Macroconidios y microconidios y d) Fialides larga.

6.4.2. Fusarium oxysporum

En medio de cultivo PDA el hongo se desarrolld6 muy bien y formd todas sus estructuras,
sin embargo, Booth (1971) reporta como evidente el color de la cepa para la identificacion

de esta especie; por que hubo la necesidad de emplear el medio de cultivo HMA

El color de la cepa en medio de cultivo HMA vari6 de color rosado a color purpura
intenso, el crecimiento miceliar fue algodonoso, en algunas cepas el crecimiento fue en
forma de estrias (raicillas) (Figura 3).

Los microconidios fueron abundantes en las diferentes etapas de crecimiento, la forma de
estos fue oval a elipsoidal algunas veces curveadas. Generalmente fueron de una sola
célula con dimensiones de 4.86-9.72 X 2.43-2.91p (Figura 3).

Los macroconidios fueron escasos a los siete dias después de la siembra en medio de
cultivo HMA y en PDA; las dimensiones fueron de 27.73 - 31.59 x 2.43-2.91u de forma

muy similar a los macroconidios de Fusarium solani.



En comparacion con Fusarium solani las fidlides de esta especie fueron cortas 4.86 -

12.15u con un estrangulamiento en la parte apical.

La presencia de clamidosporas fue muy evidente cuando la cepa alcanzo siete dia de edad,
las cuales se encuentran en la parte terminal, intercalar, o en parejas de dos y en cadenas

en el micelio.

Todas las caracteristicas coinciden con las citadas por Booth (1971), para la especie de
Fusarium oxysporum Schlecht. Las cepas en estudio que cuentan con estos caracteres son:

cepas de Frasnillo y Calera, Zac (2,4,6,13 y15),

Figura 3. Fusarium oxysporum a) Fiilide corta, b) microconidios y c¢) clamidosporas

en cadena y terminales

6.4.3. Fusarium equiseti

La cepa de este hongo, en medio de cultivo HMA se tornd de color crema a color durazno y
a los 30 dias de edad present6d un color café. El crecimiento fue algodonoso en medio de
cultivo PDA. La presencia de macroconidios fue abundante; la célula basal es en forma de
pie fue muy marcada y también tomo6 la forma de un pedicelo; la célula 4pical es larga y

curva con terminacidn en punta; el nimero de septas varia dependiendo de la cepa, cuando



los conidios estan adheridos a la fialide los septos fueron 5 y cuando el macroconidio se
encontro desprendido ya maduro el namero de septos fue de 7; las dimensiones fueron de

48.6 53.46 x 2.43-3.64p (Figura 4).

La fialides fueron simples, cortas y ramificadas lateralmente, con dimensiones de 9.72-12
x 2.42 — 3 como se muestra en la Figura 4.

Clamidosporas presentes cuando hubo madurez de los macroconidios. Formandose de

manera terminal e intercalar. (Figura 4).

Todas las caracteristicas coinciden con las citadas por Booth (1971), para la especie de
Fusarium equiseti . Las cepas en estudio que cuentan con estos caracteres son: cepas de

Fresnillo y Calera, Zac (8).

Figura 4. Fusarium equiseti a) fidlide simple con macroconidios, b) macroconidios
c)clamidosporas terminales y d) clamidosporas intercalares.
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Figura 2. Fusarium solani a) Clamidosporas en
cadena, b) Clamidospora terminal, c)
Macroconidios y microconidios y d) Fialides larga.



Figura 3. Fusarium oxysporum a) Fialide corta,
b) microconidios y c) clamidosporas en cadena
y terminales



Figura 4. Fusarium equiseti a) fialide simple con
macroconidios, b) macroconidios c)clamidosporas
terminales y d) clamidosporas intercalares
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