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RESUMEN

Agentes fitopatégenos de la semilla de papaya, han
sido poco documentados a pesar de estar expuesta
durante su formacién en la planta madre, beneficio y
almacenamiento. El estudio tuvo como objetivo
identificar y determinar la patogenicidad de hongos
infectivos en la semilla almacenada y recién extraida
de papaya cv. Maradol. La semilla sin tratar permitié la
expresion de hongos contaminantes y el tratamiento
con hipoclorito de sodio la de hongos infectivos; la
semilla recién extraida no se someti6 a tratamiento. La
semilla permanecié en agar por 24 y 48 h y las
estructuras de lo hongos desarrollados fueron
transferidas al medio selectivo PDA acidificado. La
identificacion de hongos se hizo a nivel género, entre
ellos: Rhizopus, Cladosporium, Mucor, Fusarium,

Alternaria, Cunninghamella, Aspergillus,
Chrysosporium y Trichoderma. Los tres primeros
fueron frecuentes en semilla de papaya colectada y
almacenada en Veracruz, mientras Fusarium aparecid
s6lo en semilla recién extraida, con o sin sarcotesta.
Los resultados sugieren que Fusarium es el primer
colonizador de semilla de papaya, por lo que se
identifico hasta el nivel de especie: F. oxysporumy F.
solani. La inoculacion de ambas especies de hongos a
la semilla de papaya disminuyé la germinacion,
provocd necrosis de hipocétilo - raiz y la muerte de
plantulas.

Palabras clave: Contaminacion e infeccion de semilla,
germinacion, plantula de papaya.

INTRODUCCION

La papaya tiene valor econdémico importante a nivel
mundial, por su alta rentabilidad y aceptacion del fruto.
México se ha ubicado historicamente entre los cuatro
principales productores a nivel mundial y a nivel
nacional ésta fruta ocupa la sexta posicién en la prefe-
rencia de los consumidores, y aunque se produce in-
tensivamente en nueve estados del pais (De los
Santos et al., 2000), Veracruz es el estado con mayor
produccion (SIAP, 2007). Sin embargo, esto no signi-
fica que el cultivo tenga la mayor eficiencia productiva.
La forma tradicional de cultivo de papaya en México,
tiene como base la produccion de plantula en alma-
cigo y posterior trasplante a campo (De los Santos et
al., 2000). Los productores generalmente usan semilla
que seleccionan de cultivos anteriores, la someten a
deshidratacion bajo sol y almacenan temporalmente
en condiciones  ambientales bajo  sombra
(AgroChiapas, 2005). Las plantulas emergen entre 10
y 20 dy son aptas para el trasplante cuando tienen un
porte de 15 a 20 cm, que adquieren entre 45y 60 d de
edad. En almécigo es comun que ocurra germinacion
incompleta y emergencia irregular, asi como inciden-
cia de “secadera” 0 Damping off, que reduce la pobla-
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cion de plantas (Romais et al., 1993; Ramirez et al.,
1998).

La plantacién definitiva exige plantas vigorosas y sa-
nas; por lo que es necesario resolver aspectos de la
semilla relacionados con la calidad fisiologica y sani-
taria (UACh, 2002). Esta fase brinda confianza en la
semilla empleada; es decir, que el crecimiento de la
planta de papaya ocurriria sin problemas sanitarios y
el cultivo de papaya en campo aseguraria el rendi-
miento de fruto. Entre las enfermedades de papaya
que se transmiten por semilla se encuentran las cau-
sadas por Erwinia, que provoca la muerte de plantas y
reduce la produccién (Gardan et al., 2004; Guevara et
al., 1993). Un informe de Bayot et al. (1990) identifica
la transmision de la Mancha Anular del Papayo aso-
ciada a la semilla; aunque otros estudios afirman lo
contrario (De los Santos et al., 2000). Es posible que
los hongos fitopatdgenos contaminen o infecten la se-
milla de papaya, al omitirse un manejo sanitario pre-
ventivo (Moreno, 1996). La pudricidn de semilla, raices
y ftallo causada por Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia y Fusarium, reduce significativamente la
poblacién de plantas de papaya, cuando la humedad
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del suelo es excesiva (Mora y Morales, 1980).
Medidas sanitarias apropiadas aumentarian la
germinacion y posibilidad de éxito del cultivo (Kulik y
Schoen, 1977).

La presencia de microorganismos fitopatégenos en
semilla de papayo ha sido poco estudiado, a pesar de
que ésta se muestra susceptible a ser invadida
durante su formacién en la planta madre, beneficio y
almacenamiento. La causa pudiera ser la gran
cantidad de enfermedades de distinta indole que se
presentan en la planta (principalmente en fruto),
requerimientos de humedad y temperatura de
almacenamiento. Experiencias relacionadas con la
extraccion, secado y almacenamiento de la semilla de
papaya al ambiente, demuestra la falta de conoci-

miento técnico para evitar la incidencia de fitopato-
genos en semilla de papaya. Del mismo modo, las
caracteristicas quimico-morfologicas de la semilla de
papaya aumentan el riesgo de contaminacién o
infeccién, como la sarcotesta (mucigel) que envuelve a
la semilla fresca, o la estructura rugosa de la
esclerotesta (Nishina et al., 2004). Con base a lo
anterior, se desarrollo el estudio con el objetivo de
identificar los hongos patégenos que contaminan o
infectan la semilla de papaya Maradol, transmitidos
por la planta o el fruto durante el crecimiento o por el
manejo postcosecha durante la extraccion de la
semilla, asi como determinar el grado de
patogenicidad y riesgo que representan para la
siembra comercial en el terreno definitivo.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé durante los afios 2006 y
2007 en el Laboratorio de Sanidad de Semillas del
Instituto  Tecnologico de Roque y Laboratorio de
Fitopatologia del Campo Experimental Bajio del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agri-
colas y Pecuarias, ambos en Celaya, Guanajuato,
México.

Material vegetal. Para detectar la infeccion o
infestacion de organismos fungicos en la semilla de
papaya Maradol, se analizaron varios aspectos de la
semilla, tales como condiciones de almacenamiento,
presencia o0 ausencia de sarcotesta, tipo de secado y
contenido de humedad.

Semilla almacenada. La semilla almacenada se
colectd de parcelas comerciales en produccién de
papaya Maradol en el mes de mayo de 2006, esta-
blecidas en los municipios de Camarén de Tejeda (lote
1), Emiliano Zapata (lote 2) y Puente Nacional (lote 3),
todos del estado de Veracruz, México. En la semilla de
los lotes 1y 3, la sarcotesta se desprendié manual-
mente con la ayuda del agua de la llave y el secado se
desarrollé a la sombra por una semana, hasta 9 % de
humedad. La semilla del lote 2 se mantuvo completa y
se expuso al sol por una semana hasta 10 % de
humedad, forma tradicional de beneficio parcial acos-
tumbrada por productores de papaya de Veracruz.
Tanto extraccion como secado de semilla se
realizaron sin medidas sanitarias.
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Doscientos cincuenta gramos de semilla de cada lote
se agruparon en tela tipo “tul” y almacenaron durante
dos meses a temperatura ambiente de un local que
vari6 de 25 a 28 °C y humedad relativa de 70 a 100
%. El ensayo inici6 el 15 de abril y concluyo el 15 de
junio de 2006.

Semilla fresca. Los frutos para esta condicion de
semilla fue colectado en el mes de marzo de 2007, en
los municipios de Emiliano Zapata (lote 4), al cual
conservo la sarcotesta, y Puente Nacional (lote 5), al
que se le desprendié la sarcotesta, del estado de
Veracruz. Los frutos de papaya se lavaron con agua
de la llave y enseguida se sometieron a tratamiento
con hipoclorito de sodio al 2 % por 2 min (sin
enjuagar). El secado de fruto y la extraccion de semilla
se hizo en un &rea aséptica (camara de flujo laminar,
Forma Scientific 2818). Para la diseccién del fruto se
empled un bisturi, esterilizado con alcohol y fuego.

Aislamiento e identificaciéon de hongos. El examen
indirecto de hongos internos y externos en semilla
almacenada se desarroll6 en 10 repeticiones de cinco
semillas por lote. Para la deteccidn de hongos
internos, la semilla se sometié a inmersion durante 2
min en una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCl) al
1 % (Alvarez-Pardo et al., 2006), mientras que para
lograr la expresion de hongos externos, la semilla se
mantuvo sin tratar. De éste modo, las semillas se
colocaron equidistantes sobre el medio de cultivo
Agar-Agua (AA/20 g L) en cajas Petri de 9 x 100 mm.
Finalmente se incubaron en estufa Felisa® a 28+1 °C.
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Por otro lado, se eligieron al azar 15 semillas frescas y
completas, y a otro nimero similar se le desprendio
manualmente la sarcotesta; en cada caso no se aplico
tratamiento alguno y se repitieron cinco veces.
Siembra e incubacién se realizaron bajo el mismo
procedimiento ya descrito para semilla almacenada.

La revision de cajas Petri se efectué a 24 y 48 h de la
siembra. Se utilizd el método “punta de hifa” para el
aislamiento (Contreras de Velasquez y Rondén, 1980),
que consiste en transferir segmentos de hifas a cajas
Petri con Papa-Dextrosa-Agar (PDA) acidificado (200
uL de &cido lactico al 85 % por litro de agua).
Enseguida se incubaron bajo las condiciones emplea-
das para siembra de semillas almacenadas y frescas.
Antes de proceder a la purificacion de cepas de
organismos, se realizaron observaciones periddicas
con la ayuda de microscopio electrénico (LEICA
CMES®), para apreciar contaminacion posible; al existir
manifestacién de ésta, se realiz6 la transferencia de
estructuras del hongo a cajas Petri con el medio de
cultivo indicado.

La identificacion se hizo hasta nivel género, con el
empleo de las claves de Barnett y Hunter (1998) y sélo
a nivel especie las cepas del género Fusarium, con las
claves de Nelson et al. (1983). En el primer caso, las
observaciones fueron directas en las colonias crecidas
en caja sobre muestras de colonias colocadas en
portaobjetos con agua. La identificacion de Fusarium a
nivel especie, tomé como base la velocidad de
crecimiento y coloracién en PDA vy las caracteristicas
microscopicas de colonias crecidas en medios de
cultivo Agar Clavel Hoja y Agar Nutriente Sintético.

Ensayo de patogenicidad. Semillas de papaya
Maradol se trataron con hipoclorito de sodio al 2 % por
5 min, se enjuagaron con agua estéril en tres
ocasiones y secaron en la camara de flujo laminar.
Posteriormente se colocaron en AA/15 g L. La
semilla se reviso durante 48 h, con el fin de apreciar y
eliminar otros organismos contaminantes.

Transcurrido éste tiempo, la semilla se colocd entre
dos capas de papel germinador y se humedeci6 con
agua en caja Petri; en cada condicién el manejo fue
estéril, se usaron 15 semillas por caja y se repitieron
cinco veces.

Enseguida, a la semilla se inocularon 108 conidios/mL
de cultivos monosparicos de F. solani 'y F. oxysporum,
y un aislado del género Cladosporium, en 5 uL de la
suspensién. La incubacién se desarrollé en camara de
crecimiento (LAB-LINE®) a 28+1 °C, fotoperiodo de 16
h luz/8 oscuridad y 29 a 40 ymoles m2 s de radiacién
fotosintéticamente activa. El testigo se establecié de
igual forma, aunque sélo se aplicé agua estéril.

El efecto de la inoculacion fungica se evalud en la
germinacion y plantulas con sintomas particulares, a
los 15 y 20 d de la siembra, respectivamente. Las
semillas sin germinacién aparente y las plantulas que
mostraron dafio, se colocaron en PDA acidificado a
temperatura ambiente de laboratorio y se identificaron
los hongos desarrollados.

Disefio experimental y andlisis de datos. En el ensayo
se determind frecuencia y diversidad de hongos
contaminantes e infectivos, identificados en la semilla
almacenada [lotes 1 (sin sarcotesta), 2 (semilla
completa y lote 3, (sin sarcotesta)]; por lo que el
disefio experimental utilizado fue completamente al
azar. Los resultados fueron transformados mediante
raiz cuadrada y el andlisis estadistico se realizd con
PROC GLM y la comparacion multiple de medias con
Tukey (0<0.01), del programa Statistical Analysis
System ver. 9 (SAS, 2002). También se determiné la
frecuencia de hongos en semilla fresca, completa (lote
4) y sin sarcotesta (lote 5), y se utilizd el mismo
procedimiento de transformacién y analisis estadistico
de resultados empleado para frecuencia y diversidad
de hongos contaminantes e infectivos. Lo mismo
sucedié para la prueba de patogenicidad, aunque se
utilizé PROC ANOVA.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las semillas secas de los lotes 1, 2 y 3 hubo
desarrollo de hifas de hongos contaminantes e
infectivos, 24 h después de la siembra; situacion que
se aprecio en el analisis de varianza para frecuencia
de semillas con hongos externos, al exhibir diferencia
altamente significativa (P < 0.0001) y CV =23 %. La
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comparacion de medias evidencié en el lote 2 un
numero alto de semillas con presencia de hongos (98
%) y diversidad (9 géneros), con un promedio superior
a 2 hongos por semilla, seguido del lote 1 con 52 % de
semillas con hongos y 5 géneros diferentes y, por
ultimo, el lote 3 tuvo la menor frecuencia (8 %) e igual
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variedad de organismos que el lote 1 (Figura 1).

El andlisis de varianza para hongos internos de
semilla seca, también manifestd diferencia altamente
significativa (P < 0.0001) y CV = 24.63, para nimero

de semillas invadidas. La comparaciéon de medias de
Tukey identifico al lote 2 (56 % de semilla infectada y
poco méas de la mitad de ellas con mas de 1 hongo)
diferente a lotes 1y 3, pero semejantes entre ellos en
ambas variables evaluadas (Figura 1).
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Figura 1. Semilla de papaya Maradol con presencia de hongos superficiales e internos.

La mayor colonizacion de organismos flngicos
contaminantes en la superficie de la semilla del lote 1,
indicaria que las condiciones de almacenamiento
fueron inadecuadas por el contacto que tuvo con
esporas que, sin embargo, no invadieron tejidos
internos de la semilla. La incidencia baja de hongos en
el lote 3, pudo ser consecuencia de las mejores
condiciones de almacenamiento registradas, como
temperatura y humedad relativa. El lote 2 present6 el
mayor numero de organismos contaminantes e
infectivos derivado, ademas de un almacenamiento
inadecuado, de la presencia de la sarcotesta, que
pudo haber brindado condiciones apropiadas para la
colonizacién, desarrollo e invasion de tejidos internos
de la semilla por hongos. Ademas, la sarcotesta
(cubierta semi-permeable) pudo inhibir la imbibicién de
la solucion sanitaria preventiva, mientras permanecio
en contacto con la semilla (2 min), tuvo concentracion
minima en la parte externa de la mesotesta y permitio
la infeccion interna. Observaciones similares fueron
hechas por Lange (1961), al indicar que la sarcotesta
representa un obstaculo para el flujo del agua al

15

interior de la semilla. Los aspectos sanitarios, en
cambio, fueron estudiados por Sombra et al. (2006),
quienes admiten que la contaminaciéon completa de la
semilla de papaya se debe en parte a la presencia de
la sarcotesta.

El periodo de almacenamiento entre lotes 1 y 3 no
parece haber influido en la infeccién de la semilla,
pues los resultados fueron estadisticamente
semejantes en frecuencia y variedad de hongos
internos; situacion que cambid para la superficie de la
semilla, pues el numero y diversidad de hongos
externos fue superior en semillas que tuvieron un
periodo prolongado de almacenamiento (lote 1). Bajo
ésta situacion se identificaron nueve géneros de
hongos, algunos de ellos comunmente asociados a
cultivos de campo (Fusarium, Alternaria y
Cladosporium), almacén (Aspergillus) 'y otros
relacionados con un deterioro avanzado (Rhizopus y
Mucor).  Rhizopus, Cladosporium 'y Mucor se
presentaron con mayor frecuencia en los tres lotes de
semillas, con y sin tratamiento sanitario (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Frecuencia y diversidad de géneros de hongos identificados en semilla aimacenada de papaya cv.

Maradol.

Lote de semilla  Género de hongo

Localizacion del hongo en la semilla

Interior Exterior
1 Rhizopus 3 10
Cladosporium 1 9
Mucor 2 4
Fusarium* - 3
Alternaria - 2
2 Rhizopus 16 26
Cladosporium 24 24
Mucor 5 22
Fusarium* 2 10
Alternaria 5 6
Trichoderma - 2
Chrysosporium - 2
Aspergillus - 2
Cunninghamella - 2
3 Rhizopus 2 5
Cladosporium 1 5
Mucor - 2
Fusarium* - 2
Alternaria - 1

* Comprende Fusarium oxysporum y Fusarium solani. Se omiten hongos no identificados.

En el lote 2 se aislaron hongos de los géneros
Aspergillus,  Trichoderma,  Chrysosporium 'y
Cunninghamella, localizados so6lo en la semilla sin
tratar. En cambio, el tratamiento sanitario de la semilla
a base de NaOCl| fue suficiente para inhibir su
crecimiento, en caso de contaminacion. Con base a
caracteristicas de las macroconidias de Fusarium, fue
posible identificar a Fusarium solani (Figura 2) y
Fusarium oxysporum (Figura 3), con frecuencia
numeérica similar en lotes de semilla sin tratar. EIl ana-
lisis de las caracteristicas microscdpicas de las es-
tructuras fungicas que desarrollaron en los medios
agar Hoja Clavel y Agar Nutriente Sintético, asi como
velocidad de crecimiento y coloracién de colonias de
hongos desarrolladas en PDA, fueron determinantes
para identificar las cepas de Fusarium a nivel de
especie.

Dopazo et al. (2001) mencionan que las esporas de
Cladosporium, Alternaria y Fusarium se identifican con
frecuencia en muestras aerobioldgicas; por lo cual, se
reconocen como contaminantes localizados en el
ambiente y causantes de enfermedades en frutos de
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papaya (UACh, 2002). En nuestro caso, las esporas
de dichos hongos pudieron contaminar la semilla de
papaya durante el proceso de extraccion. Géneros
Rhizopus y Mucor causan Pudricion Blanda de Fruto
de papaya e invaden la semilla por la cavidad ovarica
del fruto o, indirectamente, durante la extraccion
(Albornett y Sanabria, 1994). Estos géneros de
hongos son comunes en el suelo y productos
organicos en descomposicién, donde encuentran
humedad relativa de 95 a 100 % favorable para su
desarrollo; asi como en pruebas de germinacion de
laboratorio, sin alterar los resultados finales (Moreno,
1988).

El crecimiento fingico a 48 h de la siembra sélo se
observd en 1.3 % de semillas recién extraidas y el
hongo aislado se identific6 como Fusarium
oxysporum. La baja incidencia de hongos no tuvo
mayor efecto en la semilla, a pesar del riesgo de
contaminacion que significa para ésta antes de ser
extraida del fruto. Algunos estudios demuestran que
Cladosporium, Fusarium 'y Penicillium, tienen la
capacidad de destruir el pericarpio del fruto, penetrar
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el mesocarpio y establecerse en la cavidad seminal;
hecho que aumenta la probabilidad de encontrarlos en
la semilla (UACh, 2002). Ademas, y no obstante clasi-
ficarse entre los agentes fungicos con mayor potencial

patogénico, el género Alternaria se omitio del estudio
dada la produccion baja de esporas para la inocula-
cion.

Figura 2. Estructuras de Fusarium solani: a) Monofialides y microconidios; b) Clamidosporas de F. solani.

Figura 3. Estructuras de Fusarium oxysporum que muestra: a) Fialide corta y; b) Macroconidio.

Una vez que se aseguro la autenticidad de las cepas,
las semillas frescas inoculadas con F. solani
presentaron crecimiento de micelio visible a simple
vista en la superficie de la mesotesta, caracterizado
por un color crema acentuado en la regién hiliar-
micropilar, sitio de emergencia de la radicula. De igual
forma, F. oxysporum se manifestd en la semilla con
crecimiento de micelio color purpura, pero en menor
escala que F. solani. En cambio Cladosporium
observé poco desarrollo y visible sélo en microscopio.
Bajo esta situacion, el andlisis de varianza reveld
diferencia estadistica significativa en la germinacion (P
<0.05).

Radiculas y plantulas que emergieron del medio de
cultivo y semillas inoculadas con Fusarium, mostraron
necrosis en la cofia, raices laterales e hipdcotilo y
provocaron la muerte de plantulas; a diferencia de
Cladosporium y testigo. Asi entonces, el anélisis de
varianza exhibié diferencia altamente significativa y la
prueba de Tukey no reveld efectos estadisticos
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significativos entre especies de Fusarium en la semilla
inoculada, pero fueron estadisticamente diferentes
respecto al testigo y Cladosporium. La necrosis que
provocaron F. oxysporum y F. solani a la radicula y
plantulas de papaya, promovieron la formacion y
muerte de raices secundarias. La sintomatologia se
asemeja a aquella que aparece en la etapa de
almacigo, durante o después de la germinacion, y que
se manifestd en emergencia baja debida a ahoga-
miento o damping-off (De los Santos et al., 2000). El
efecto de F. oxysporum'y F. solani en la germinacion,
indicaria que el dafio que provocan ocurre antes de la
protrusion de la semilla por la radicula.

El efecto desfavorable de F. oxysporum y F. solani en
pléntulas de papaya analizadas, demuestra la pato-
genicidad que ejercen al descuidar el manejo sanitario
de la semilla. Diversos resultados también hacen refe-
rencia a la patogenicidad de estas dos especies de
Fusarium. Agrios (1996) menciona que F. oxisporum y
F. solani son causantes de la pudricién de semillas y
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plantulas en distintas especies de plantas, y Mora y
Morales (1980) reconocen a Fusarium como inte-
grante del complejo de hongos causantes del tejido
necrotico radical de plantas de papaya. Resultados de
Guevara et al. (1992) revelan que la sintomatologia de
Fusarium, Alternaria y Cladosporium inoculados en
plantulas de papaya fue distinta e imperceptible, a
diferencia de la que mostraron en la fuente de origen
(peciolos y hojas de color amarillo). Hecho que en
nuestro trabajo sélo se aplicaria a Cladosporium, que
contamind la semilla de papaya sin dafio aparente.

El género Alternaria causa maduracion temprana de
fruto y necrosis interna de la semilla y pulpa; también
es saprofito de plantas y, en ocasiones, altera la
germinacion al incidir en el tegumento de la semilla
(UACh, 2002). No obstante, aparece como patdgeno
débil que se controla quimicamente con facilidad
(Bernal et al., 2000). En nuestro caso, el grado de
patogenicidad que mostré Alternaria inoculado a
semillas de papaya, se asemeja a las descripciones
anteriores.

CONCLUSIONES

La semilla de papaya es susceptible a contaminacion
superficial e infeccion de hongos de los géneros
Rhizopus, Cladosporium, Mucor, Fusarium, Alternaria,
Trichoderma,  Chrysosporium,  Aspergillus 'y
Cunninghamella. Los tres primeros fueron frecuentes
en lotes de semilla de papaya con y sin tratamiento
sanitario. Solo Fusarium se identificd a nivel de es-
pecie: F. osxisporum y F. solani. Fusarium y Alternaria
son hongos infectivos y el resto sélo infestan la semilla
de papaya. Ambas especies de Fusarium fueron iden-
tificadas solo en semillas recién extraidas y mostraron
mayor agresividad en éstas y en plantulas de papaya.

El dafio que provoca este hongo ocurre en la semilla
almacenada, primera fase de la germinacion y
emergencia plantulas, aunque por su baja incidencia
no representaron un riesgo para la semilla. En tanto
que, los hongos que infestaron la semilla, por su nu-
mero, podrian representar mayor peligro por el grado
de patogenicidad que los caracteriza. A nivel comer-
cial, la semilla de papaya requiere acondicionamiento
adecuado de la semilla, como eliminacién de sarco-
testa, secado adecuado y tratamiento con fungicida,
con el proposito de contar con plantulas sanas y
vigorosas.
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