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RESUMEN

México es reconocido como centro de origen y domesticacion de diversos cultivos de importancia
econdmica y cultural, entre los que destacan el chile (Capsicum sp.) y el calabacin (Cucurbita pepo). Estos
cultivos constituyen una parte esencial de la agricultura y la identidad alimentaria nacional, especialmente
en comunidades indigenas que representan aproximadamente el 85 % de los productores de pequefa y
mediana escala del pais. No obstante, ambos cultivos enfrentan amenazas fitosanitarias ocasionadas por
microorganismos patégenos que pueden comprometer su productividad y calidad. El presente estudio tuvo
como objetivo evaluar el potencial patogénico de Helminthosporium sp. en semillas de chile y calabacin
mediante ensayos in vitro e in vivo. El aislamiento, cultivo y purificacién del hongo se llevaron a cabo en el
laboratorio de la Asociacion Ganadera Local General de Tapachula A.C. En los ensayos in vitro, se
cuantificaron los conidios del hongo en placa y se prepararon diluciones a diferentes concentraciones.
Estas suspensiones fueron aplicadas por aspersion sobre las semillas de ambos cultivos. Los resultados
indicaron una incidencia de infeccion del 10 % a la concentracién de 1x10°® conidios. Se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05); sin embargo, la presencia de Helminthosporium sp.
no afectd significativamente el desarrollo fisioldgico de las semillas. Estos hallazgos sugieren que el hongo
no representa un riesgo relevante para los procesos de imbibicion del embrion, ni para la adaptabilidad,
supervivencia, crecimiento o reproduccion de las plantas de chile y calabacin.

Palabras clave: policultivo, simbiosis antagénica, germinacién, fungosis.

ABSTRACT
Mexico is center of origin and domestication for key crops such as chili peppers and zucchini, which are
fundamental to agriculture and are part of the culture, especially in Mexican Indigenous communities. These
communities are among the affected by the Mexican agri-food system and constitute 85% of small and
medium-scale producers working in agriculture. However, these crops face threats from pathogenic
microorganisms that affect their production. Therefore, the objective of this research is to determine the
pathogenic potential of Helminthosporium sp. in chili pepper and zucchini seeds using in vitro and in vivo
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assays. The fungus under study was cultured, isolated, and purified in the laboratory of the General Local
Livestock Association of Tapachula AC. An in vitro plate assay was performed to quantify the conidia.
Dilutions with different concentrations of the fungus were prepared and applied by spraying to chili pepper
and zucchini seeds. The incidence of Helminthosporium sp. was found. The concentration of 1x10® was
10%, and differences were found between treatments (p<0.05), indicating that the Helminthosporium sp.
treatments did not affect the physiological development of the seeds. This suggests that there is no risk to
embryo imbibition, adaptability, survival, growth, or reproduction of chili peppers and zucchini.

Keywords: polyculture, antagonistic symbiosis, germination, fungal disease.

INTRODUCCION

México es centro de origen, diversidad y domesticacién de diversos cultivos con
importancia en la agricultura y alimentacion, entre los cuales se encuentra el chile y
calabacin, son cultivos que se producen en la region, son parte de la cultura mexicana y
parte fundamental de la agricultura indigena. Los pueblos indigenas son de los sectores
gue mayor trascendencia tienen para el sistema agroalimentario mexicano (Boege &
Chan, 2008), pues constituyen el 85% de los productores de pequefia y mediana escala
gue trabajan en el campo (SADER, 2022). Las entidades con mayor poblacion indigena
son: Oaxaca (165,186), Chiapas (141,499), Veracruz (644,559), Puebla (601,680),
Yucatan (537,516) y Guerrero (456,774) (INPI, 2022).

Los sistemas agricolas tradicionales de los pueblos indigenas combinan policultivos
(maiz, frijol, calabaza, chile y otros cultivos) con practicas sostenibles como abonos
naturales, conservacion del agua por terrazas o canales, agricultura sin labranza, para
aumentar la biodiversidad del medio, los policultivos reducen la posibilidad de que las
plagas lleguen al cultivo donde producen dafios, debido a que actian como barreras
fisicas, ademas que desorientan a los insectos por los cambios en el ambiente que
producen el olor y color de las diferentes especies sembradas (Leyva et al., 2021). Al
sembrar especies vegetales diferentes dentro de un campo de cultivo, se influye
positivamente en la biodiversidad, por presencia de microorganismos asociados a cada
cultivo en particular y al balance general que se logra en relacion con la flora y la fauna
acompafiantes a través de interacciones. Incrementar la biodiversidad implica
incrementar la estabilidad del sistema, por lo tanto, la velocidad de distribucion y
multiplicacion de las plagas es menor que en condiciones de monocultivo reducir los
costos econdmicos, ambientales de su conservacion y uso, reciclado de nutrientes,
control del microclima local, disminucién de los organismos plaga, conservacion del suelo
y el agua y eliminacion de contaminantes del ambiente, esto reduce los costos para
adquirir productos quimicos contaminantes (Ebel et al., 2017; Gomez & Gomez -
Gonzales, 2006).
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El chile y calabacin son cultivos que se encuentra en nuestra dieta, pero estos cultivos
son atacados por enfermedades fungicas (Perales & Aguirre, 2008). El chile (Capsicum
annuum) es un cultivo de gran importancia en México, con una produccion de 3,324,260
toneladas en 2022 (GOB, MX). Sin embargo, la produccion de este cultivo se ve afectada
por enfermedades fungicas causadas por géneros como Phytophthora, Fusarium,
Alternaria y Rhizoctonia, constituyen una grave amenaza para el chile, causan pérdidas
significativas en la produccion y ponen en riesgo la seguridad alimentaria (Velasquez et
al., 2007).

El calabacin (Cucurbita pepo) tiene una produccion de 589,802 toneladas en 2022 (GOB,
MX), las enfermedades fungicas que afectan cultivos de calabacin, son producidos por
géneros como: Phytophthora, Botrytis, Rhizophus, Fusarium, Oidio y Colletotrichum (Li
et al., 2018; Keinath & DuBose, 2012).

Se sabe que los géneros de hongos patdgenos causan dafios en diferentes etapas, como
el almacenamiento, la germinacion de semillas, el establecimiento de plantulas, el
crecimiento vegetativo y la fase reproductiva. Las semillas infectadas pueden: no
germinar, transmitir enfermedades de semilla a plantula y de plantula a plantas en
crecimiento (Ora et al., 2015). Los hongos producen esporas que permanecen viables
hasta que las condiciones climatologicas favorecen su multiplicacion y por este motivo
los hongos se pueden encontrar en todas partes en la naturaleza ya sea en aire, tierra,
agua, de esta manera se ven afectados los cultivos que se dan en nuestra region del
Soconusco, Chiapas, produciendo la perdida de las plantaciones afectando a la poblacion
tanto alimentaria como econdémicamente (Urbina, 2011).

El género Helminthosporium son una familia de hongos mitosporicos que atacan
principalmente cultivos de cereales como arroz, trigo y cebada, se sabe que
Helminthosporium ataca pastos y forrajes, produciendo lo que se conoce como;
helminthosporiosis son manchas necroticas que se pueden apreciar en plantulas y hojas
de las plantas afectadas (Khan et al., 2023; Imrani et al., 2017). Helminthosporium se
puede encontrar tanto en clima templado, frio y el trépico que es donde se encuentra, por
lo tanto, es resistente a alta temperatura, tiene una amplia distribucion y su crecimiento
se ve favorecido por humedades altas (Sanzo et al., 2023). En México, especificamente
en la region tropical del Soconusco Chiapas, se tiene un porciento de humedad maxima
del 80% y minima del 60%, con una temperatura media anual de 31°c (SMN, 2023),
favoreciendo la proliferaciéon de microorganismos y por lo tanto que exista una mayor
presencia de patdgenos en cultivos como son “virus, bacterias y hongos” en plantas como
gramineas y leguminosas que son utilizadas como pastos y forrajes (Zayas et al., 2006).

Hongos del género Helminthosporium como H. sativum: Afectan cultivos de trigo, avena
y cebada, causa la pudricion de la raiz, provoca la afeccion del grano de forma endofita
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gue se manifiesta como infeccion oculta o como germen negro de oscurecimiento, la capa
negra hace que las semillas afectadas pierdan capacidad para germinar (Abdrassulova
et al., 2014). H. oryzae: las esporas que se encuentran en las semillas entran por las
raices de las plantulas recién emergidas causa efectos negativos en las semillas debido
a que estas no germinan por la marchites, transmiten enfermedades de semilla a
plantulas y a plantas en crecimiento, baja la calidad de las cosechas de arroz hasta un
90% (Patricio, 2010). H. solani: Ataca solo a tubérculos como la papa principalmente a
través de las lenticelas de la dermis, la Incidencia de la sarna plateada en cultivos de
papa reduce la calidad en un 80% (Hoffman, 2009).

Actualmente no se sabe si un hongo del género Helminthosporium, pudiese afectar
semillas de chile y calabacin, ya que los hongos patégenos tienen preferencias
especificas por ciertos cultivos y se han adaptado a infectar sélo ciertas especies de
plantas debido a interacciones evolutivas a lo largo del tiempo. Por lo tanto, un hongo
patogeno puede afectar un cultivo especifico debido a su afinidad natural por esa planta.
Este hongo fue aislado de un mangal y de un cacaotal en la region tropical del Soconusco,
Chiapas. Por lo tanto, el objetivo es evaluar el potencial patogénico del hongo
Helminthosporium sp, en semillas de chile (Capsicum annuum) y calabacin (Cucurbita

pepo)
MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realiz6 en Tapachula de Coérdova y Ordofiez, Chiapas, México, en el
Laboratorio de la Asociacion Ganadera Local General de Tapachula A.C. ubicada en la
Calle 7 Av. Norte y 17 Av. Oriente, No. 84, C.P, 30700 con las siguientes coordenadas
(14°54'13" N, 92°15'26" O) y en la Universidad Politécnica de Tapachula Carretera a
Puerto Madero Km. 24, Tapachula, codigo postal de 30830, Chiapas.

Material biolégico

Las semillas de chile (Capsicum annuum) y calabacin (Cucurbita pepo) se adquirieron en
Tapachula, Chiapas (14°55'01.7” N 92°15’59.5” W). Mientras que, la cepa del hongo
Helminthosporium sp se obtuvo del cepario del Laboratorio de la Asociacién Ganadera
General de Tapachula A.C.

Reactivacion de Helminthosporium spp

La cepa de Helminthosporium sp se reactivd en medio PDA (MCD Lab) a un pH de 6.5,
para lo cual se usaron dos mecheros Bunsen en condiciones asépticas y un asa
bacteriol6gica con el que se tomé parte de la colonia y se resembré en otra placa petri,
posteriormente se incub6 a 25°C por 7 dias, segun lo descrito por Rasyad et al., (2019).
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Pruebas de germinacion

De cada uno de los tres cultivos a estudiar se utilizaron 10 semillas y se colocaron en
papel filtro Whatman #4, a las cuales se les asperj6 agua cada 24 h, luego se midio el
largo, ancho, grosor, hipocoétilo y epicétilo de las semillas diariamente para ver su
crecimiento hasta la emergencia del primer par de hojas. Las semillas se observaron
antes de regar, después de absorber agua, el tamafio del epicétilo y el hipocdtilo en cm,
en el caso del chile se dejé secar a 40°C por 2 horas en una estufa de secado (BiotechMR)
con el objetivo de iniciar la actividad enzimética, posteriormente se observo la
germinacion de las semillas previo a los experimentos con Helminthosporium sp y tener
un parametro de cuantas semillas germinaron en un lote determinado para confirmar su
viabilidad, de acuerdo a la metodologia descrita por Vishunavat et al., (2023).

Cuantificacién de conidios en cAmara de Neubauer

Se utilizé 1 mL de agua destilada estéril (ADE) para la preparacion de los cultivos de
Helminthosporium sp. Las colonias se agitaron mediante perlas de vidrio con el fin de
desprender el micelio del medio de cultivo. Posteriormente, la suspension obtenida se
filtr6 en un vaso de precipitado estéril y se transfirio a un tubo de ensayo previamente
esterilizado. La suspension fue nuevamente filtrada utilizando papel filtro Whatman No.
4, con el propdsito de eliminar restos de agar o fragmentos miceliales que pudieran
obstruir el paso de la suspension durante la inoculacién por aspersion, siguiendo la
metodologia descrita por Lemus et al. (2008). Para el conteo de conidios, se tomd una
alicuota de 1 mL de la suspension con una micropipeta y se coloco en el centro de una
camara de Neubauer. Se cubrié con un cubreobjetos y se realizé la observacion en un
microscopio 6ptico a un aumento de 40x, contabilizando los conidios presentes en el
campo visual correspondiente. Con los datos obtenidos se utilizo la siguiente formula:

X esporas contadas x # cuadros camara x 1000mm3= UFC/ml
Y cuadros volumen camara 1 cm3

Se determinaron las medias para las UFC/mL de cada tratamiento; éste se multiplicé por
una constante que depende de la cadmara a utilizar, de ese producto se ajusté para
obtener las concentraciones 1x10°>%’ en conidios/mL.

Obtencion del sobrenadante

Se tomo parte de la colonia con un asa bacterioldgica, para inocularlo en un medio de
caldo dextrosa papa a 6.5 de pH, se dej6 incubar durante 7 dias y después se centrifugo
a 5000 rpm por 5 min en tubos Falcon para obtener el sobrenadante con una pipeta
volumétrica (1mL, 500ul y 250pl).
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Pruebas in vivo

Las 3 concentraciones que tuvieron mejores resultados en las pruebas in vitro se
sometieron a ensayos in vivo, para lo cual se sembraron 3 semillas para maiz, 5 para
chile y 3 para calabacin se sembraron a una profundidad de 4 cm para maiz 'y 2 cm para
chile y calabacin, en bolsas de vivero de 2 kg. Los resultados de mayor patogenicidad de
la prueba in vitro fueron realizados in vivo, se us6 turba, perlita y vermiculita esterilizada
como sustrato para las macetas.

Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3. Se usaron doce
placas petri por tratamientos y tres de control para la germinacién de semillas, a todas
las placas petri se les puso papel filtro Whatman #4, para la absorcion de las
concentraciones fungicas, las cuales se rocié con botellas de aspersion (JohnBee), se
distribuy6 de acuerdo a como se muestra en el cuadro 1, las pruebas se hicieron por
triplicado y se calculo la incidencia de Helminthosporium sp con la siguiente formula:

Numero de semillas infectadas
Incidencia X100

Numero de semillas en placa

Cuadro 1. Distribucion de tratamientos

Tratamientos, Esporas . : Calabacin  (Cucurbita
- Chile (Capsicum annuum)

conidios/ml pepo)

1 1x10*5 1x10*5

2 1x10*6 1x10*6

3 1x10*7 1x10*7

Tratamientos Sobrenadantes Chile (Capsicum annuum) CElEtEE]n - (EletiE

pepo)
1 ImL ImL
2 500pl 500pl
3 250pl 250pl
Control 0 0

Disefio experimental para la prueba in vivo
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x3 y un
contraste de medias (Tukey a=0.05) utilizando el software InfoStatVR2022.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 1 y 2 se presenta la germinacion de semillas de chile y calabacin. En el
modelo de semilla de calabacin se observé un 100% de germinacion, donde los valores
de epicodtilo estuvieron en el rango de 0.4 a 1.4 cm y el hipocétilo oscilo entre valores de
2.4y 5.1 cm. En el modelo de chile se obtuvo un 80% de germinacion, los valores del
epicotilo oscilaron entre 0.8 a 1.9 cm y el hipocatilo el rango estuvo entre los valores de
2.4y 4.3 cm. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Sanchez — Pérez et
al., (2010) en maiz, para semillas de chile con Prado—Urbina et al., (2015) y Lima-Lana
et al., (2020) en semillas de calabacin.

Figura 1. Germinacion semillas de Figura 2. Germinacion semillas de
calabacin hasta el cuarto dia chilealdia7y 12

En las figuras 3 y 4 se presentan las medias de las repeticiones del tratamiento con hongo
y sin hongo, observandose que en la variable de largo y de ancho de las semillas de
calabacin, la presencia del hongo Helminthosporium sp no afect6 el proceso de imbibicion
de las mismas y tampoco el proceso inicial de la germinacién. A lo anterior, Lima-Lana et
al., (2020) indicaron que cuando las semillas no sufren dafio alguno y tampoco son
agredidas por infecciones microbianas, los procesos enzimaticos y metabdlicos
implicados en la germinacién, no sufren alteraciones.
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Figura 3. Efecto del hongo en largo de Figura 4. Efecto del hongo en ancho de
semilla de calabacin. Nota: CH= Con hongo, semilla de calabacin. Nota: CH= Con hongo,
SH= Sin hongo. SH= Sin hongo.

En la figura 5y 6, se encontré que el largo del hipocatilo y del epicotilo en las de semillas
de calabacin, en presencia de Helminthosporium sp no caus6 un cambio significativo en
la formacion, el crecimiento y desarrollo de las raices, lo cual se traduce a que este hongo
no es potencialmente un patdgeno para este cultivo a nivel de germinacion y emergencia
de la plantula. Lo anterior difiere de lo reportado por Khan et al., (2023), quienes
observaron dafios ocasionados por este género de hongo en plantas susceptibles a la
infeccion, como en los cultivos de cereales.
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Figura 5. Efecto del hongo en hipocétilo Figura 6. Efecto del hongo en epicdétilo de
de calabacin. Nota: CH= Con hongo, SH= calabacin. Nota: CH= Con hongo, SH= Sin
Sin hongo. hongo.

En la figura 7 y 8 se presentan los valores obtenidos del largo y ancho de las semillas de
chile, observando que la presencia del hongo Helminthosporium sp no afecto la
germinacién de las semillas de chile.
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En la figura 9 y 10 se puede ver que el tratamiento aplicado con el hongo
Helminthosporium sp no provoco efecto dafino sobre el largo del hipocotilo y epicotilo en
semillas de chile. Lo anterior hace pensar que al igual que en el modelo de calabacin, el
hongo no presenta potencial como fitopatogeno en semillas de chile.
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Figura 9. Efecto del hongo en hipocdtilo de Figura 10. Efecto del hongo en epicétilo
chile. Nota: CH= Con hongo, SH= Sin hongo. de chile. Nota: CH= Con hongo, SH= Sin
hongo.

Los resultados expuestos muestran que no se observaron efectos negativos en las raices
para la imbibicion de agua, desarrollo del embrién y germinacion del tallo en semillas de
chile y calabacin. Nuestros resultados concuerdan con Lima—Lanna et al., (2020), pero
contrastan con lo reportado por Khan et al., (2023), Abdrassulova et al., (2010), quienes
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vieron que Helminthosporium sativum afectaba a semillas de cultivos de trigo, avena y
cebada, causa la pudricion de la raiz y las semillas afectadas pierden capacidad
germinativa.

CONCLUSION

El hongo Helmintosporium no ejercié efecto inhibidor de la germinacion de semillas,
desarrollo del embridn, crecimiento del epicotileo e hipocotilo, generacion y desarrollo de
raices de semillas de chile y calabacin. Esta cepa flungica no representa un peligro fito
patogénico para estos dos cultivos.
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